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Oz: Bu calismanmn amaci, gokkusagi alabaliklarmm bagirsak mikroflorasindan Lactococcus
garvieae’ye karsi antagonostik etkiye sahip Laktik Asit Bakterilerinin (LAB) izole edilmesi ve
antagonostik etkiye sahip oldugu belirlenen bakteriyel tiirlerin olasi probiyotik potansiyelinin in vitro
olarak ortaya konulmasidir. Bu amagla Gokkusagi alabaliklarinin bagirsak florasindan LAB tiirleri
konvansiyonel kiiltiir metotlar1 kullanilarak izole edildi. Elde edilen izolatlarm L. garvieae’ye karst
antagonostik etkinlikleri agar well diflizyon testi ile belirlendi. Sonraki asamada antagonostik
aktiviteye sahip oldugu belirlenen izolatlarin hidrofobisitesi, pH ve safra tolerans diizeyleri ve
antibiyotik duyarlilik profilleri belirlendi. Elde edilen aday probiyotik bakterilerinin genetik
identifikasyonu PCR metodu ile gergeklestirildi. Baliklarin bagirsak florasindan toplamda 47 izolat
elde edildi. Bu izolatlarin 6’smm L. garvieae’ye kars1 antagonostik etkinlige sahip oldugu belirlendi.
Tleri testlerde izolatlarn hidrofobik 6zellikte olduklari, yiiksek safra ve diisiik pH sartlarma direngli
olduklar1 ve izolatlarin tamammin bes farkli antibiyotige karsi direngli oldugu belirlendi. Genetik
identifikasyon sonucu izolatlardan besi Lactobacillus acidophilus olarak identifiye edildi. Bir izolat ise
Lactobacillus spp. olarak tanimlandi. Bu ¢alisma ile iilkemiz kiiltiir balig1 yetistiriciliginde yaygin
olarak goriilen L. garvieae nin kontrol altina alinmasinda kullanilabilecek olasi probiyotik bakteriler
elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Gokkusagi alabaligi, laktik asit bakterileri, Lactococcus garvieae, probiyotik.
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Abstract: The purpose of this study are to isolate Lactic Acid Bacteria (LAB), which have an
antagonistic activity against Lactococcus garvieae, in the intestinal microflora of rainbow trouts and to
reveal in vitro, the probable probiotic potential of the bacterial species, which were determined to have
an antagonistic effect. For this aim LAB species were isolated from the intestinal flora of rainbow trouts
using conventional culture methods. The antagonistic efficiencies of the obtained isolates against L.
garvieae were determined with the agar well diffusion test. The hydrophobicity, pH and bile tolerance
levels and antibiotic susceptibility profiles of the isolates, which were found to have antagonistic
activity, were determined from further analysis. Genetic identification of the obtained candidate
probiotic bacteria was performed with PCR method. A total of 47 isolates were obtained from the
intestinal flora of the rainbow trout. Six of these isolates were determined to have antagonistic activity
against L. garvieae. Further tests revealed that the isolates were hydrophobic, resistant to high bile and
low pH conditions, and that all isolates were resistant to five different antibiotics. Following genetic
identification, five of the isolates were identified as Lactobacillus acidophilus. One of the isolates was
defined as Lactobacillus spp. With this study, possible probiotic bacteria were obtained, which can be
used to control L. garvieae, widespread in our country's culture fish farming.

Keywords: Lactic acid bacteria, Lactococcus garvieae, probiotic, rainbow trout.
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GIRIS

Su Triinleri yetistiricilik sektdriinde meydana
gelen enfeksiyonlar ekonomik olarak biiyliik kayiplara
neden olmaktadir. Bu enfeksiyonlarin  %54,9’unden
bakteriyel  patojenlerin,  %22,6’sindan  viriislerin,
%3,1’inden mikotik ve %19,4’iinden paraziter ajanlarin
sorumlu oldugu bildirilmistir (Dhar vd., 2014). Ulkemiz su
iirlinleri sektoriinde en sik karsilagilan bakteriyel kdkenli
hastalik etkenlerinden birisi L. garvieae’dir (Altun vd.,
2013; Didinen vd., 2014b). Etken baliklarda hiperakut
hemorojik  septisemiyle  seyreden lactococcozis
hastaliginin  etiyolojik ajamidir (Meyburg vd., 2017).
Hastaliga hem tatli hem de tuzlu suda yetistiriciligi yapilan
baliklarda rastlanmaktadir (Gibello vd., 2016). Ulkemizde
ilk hastalik bildirimi gokkusagi alabaliklarinda 2001
yilinda yapilmistir (Diler vd., 2002). ilerleyen yillarda
hastalik tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de ortaya ¢ikan
epizootilerden sonra hizli bir yayilim siirecine girmis ve
ozellikle alabalik isletmelerinde O6nemli ekonomik
kayiplara neden olmustur (Altun vd., 2004; Didinen vd.,
2014b; Balta & Dengiz Balta, 2019).

Giinlimiizde, baliklarm enfeksiyonlara karsi
korunmasinda asilama ve antibiyotik uygulamalar1 dnemli
bir yer tutmaktadir (Onuk & Findik, 2015). Ancak bu

metotlar saglikli intestinal mikrofloranin  profilini
degistirebilmekte ~ ve  baliklarda  strese  neden
olabilmektedir. Bununla  beraber, su  drlnleri

yetistiriciliginde antibiyotiklerin kullanim1 antimikrobiyal
direng gelisimine neden olabilmekte ve halk saglig
acisindan 6nemli bir risk olugturmaktadir (Smith vd., 1994;
Heuer vd., 2009). Bu sebeple son yillarda su iiriinleri
yetistiriciliginde hastaliklarin kontrol altina alinmasi ve
biiylimeyi tesvik edici amacla antibiyotiklere alternatif
olabilecek yeni probiyotik mikroorganizmalarmn elde
edilmesi ve bu mikroorganizmalarin ¢esitli probiyotik
ozelliklerinin hem in vitro hem de in vivo yontemler ile
belirlenmesi iizerine yapilan calismalar hiz kazanmistir
(Capkin & Altinok, 2009; Didinen vd., 2014a; Didinen vd.,
2018).

Gastrointestinal kanalda kolonize olan bakteriler
arasinda LAB’lar konak¢1 gastrointestinal kanalinin
gelisimini saglamasi, sindirim fonksiyonlarini
diizenlemesi, mukozal toleransi ve immun yaniti uyarmasi
ve hastaliklara kars1 direnci arttirmasi nedeniyle probiyotik
bakteri olarak kullanilabilecek en favori
mikroorganizmalardir. LAB’lar  taksonomik olarak
Firmicutes subesi, Bacilli sinifi ve Latobacillales takimi
igerisinde siniflandirilmaktadir. Gram-pozitif,
endosporsuz, ¢omak ya da kokoid seklinde morfolojiye
sahiptirler, katalaz ve oksidaz negatifdirler ve birgogu
hareketsizdir ve genellikle pH 5.5-5.8 arasi en uygun
ireme sartlaridir. LAB’lar igerisinde Carnobacterium,
Dolosigranulum ve Lactobacillus cinsleri gomak seklinde,
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Aerococcus, Alloiococcus, Enterococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus ve Vagococcus cinsleri kok seklinde ve
Weissella cinsi kokoid veya ¢omak seklinde morfolojiye
sahiptirler (Ringo vd., 2018). Giiniimiize kadar
akuakiiltirde yem katki maddesi olarak LAB’larin olast
kullanimlarint ele alan bir ¢ok literatiir bulunmaktadir
(Lopez-Cazorla vd., 2015; Safari vd., 2016; Soltani vd.,
2019). Ancak probiyotiklerin konakg¢1 fizyolojisi
tizerindeki etkilerinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in halen
caligmalarin yapilmasi gerektigi bir gergektir (Ringo vd.,
2018).

Bu ¢aligma ile iilkemiz su iriinleri yetistiricilik
sektoriinde 6nemli bir yer tutan gokkusagi alabaliklarimin
bagirsaklarindan LAB’lar izole edilmis ve in vitro olarak
L. garvieae’ye karsi inhibitor etki gosterdigi belirlenen
izolatlarm probiyotik potansiyelleri yine in vitro testler ile
degerlendirilerek, etkenin kontroliinde kullanilabilecek
aday probiyotik bakteriler ortaya konulmustur.

MATERYAL VE METOT

Balik orneklerinin alinmasi: Calismada laktik
asit bakterilerinin izolasyonu ig¢in 25 adet saglkh
gokkusagi alabaligi (ort. 200 g), Samsun, Bafra, Derbent
barajinda bulunan ticari bir igletmeden temin edilmistir.
Rutin prosediir olarak baliklar hasat Oncesi 48 saat
yemlenmedikleri i¢in sindirim kanallar1 temiz olmaktadir.

Laktik  Asit  Bakterilerinin izolasyonu:
Laboratuvar sartlarinda baliklarin ventral yilizeyleri %70
etanol ile sterilize edildi ve diseksiyon ile her bir baligin
gastrointestinal kanali aseptik olarak ¢ikartildi. Kanal
icerisinde  bulunan  non-adherent  mikrobiyom’un
uzaklastirilmast i¢in ¢ikartilan gastrointestinal kanal
uzunlamasia ensize edildi ve % 0,9 steril tuzlu su ile 3 kez
yikandi. Gastrointestinal kanalin distal kismi (hindgut)
ayrilarak steril peptonlu su ile homojenize edildi (1:10;
agirlik:hacim) ve 10 kath seri diliisyonlar: (102-10%)
hazirlandi. 102, 10° ve 10*liikk diliisyonlardan 100 pl
aliarak 3 adet MRS agar’a (de Man, Rogosa and Sharpe;
MRS, Merck) yayma tarzinda ekim yapildi (Lin vd., 2013).
Ekim yapilan besiyerleri aerobik sartlarda 28 °C’de 3-5
giin inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi Gram
pozitif, katalaz ve oksidaz negatif olan izolatlar secilerek
MRS agar’da saflastirildi. izolatlar ilerleyen asamadaki
testlerde kullanilmak tizere gliserinli buyyon (%15)
igerisinde -20 °C'de saklandi.

Patojen bakteri ve kiiltiir kosulu: Calismada
patojen bakteri olarak daha oOnce yetistiriciligi yapilan
gokkusag alabaliklarindan izole ve identifiye edilmis olan
L. garvieae saha izolat1 (E7) kullanildi. Bu izolat triptik soy
agar’da 25 °C’de 24-48 saat inkiibe edilerek canlandirildi.
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Antagonostik aktivite testi: Baliklarin bagirsak
mikroflorasindan izole edilen LAB’larin, L. garvieae’ye
karst antagonistik etkilerinin arastirilmasinda agar well
difizyon  testi  kullanildi. Bu amagla  patojen
mikroorganizmanin (L. garvieae E7) MRS broth igerisinde
bir gecelik kiiltiirii hazirlandi ve bu kiiltiir Mc Farland 0,5’
gore ayarlandi. Sonrasinda bu kiiltiirden 5 ml (%1)
almarak, dokiim sicakligina kadar sogutulmus 500 ml
MRS agar’a ilave edildi. Patojen bakterinin ilave edildigi
besiyeri steril petrilere dokiildii ve 15 dakika beklendikten
sonra steril durhaym tiipleri kullanilarak besiyeri iizerine
kuyucuklar agildi. Kuyucuklarm igerisine aday probiyotik
bakteri kiiltiirlerinden (MRS broth icerisinde 24 saatlik
kiiltiirler) 100 pl ilave edildi ve 28 °C’de 24-48 saat siireyle
inkiibasyon gergeklestirildi. Inkubasyon sonrasi LAB’larin
etrafinda olugan seffaf inhibisyon zonlar1 6l¢iildii ve 0 (0-5
mm), 1 (diisiik, 6-10 mm), 2 (orta, 11-20 mm), 3 (yiiksek,
21-25 mm) ve 4 (gok yiiksek, >26 mm) olarak skorlama
yapildi (Mukherjee & Ghosh, 2016). L. garvieae’ye karst
antagonistik aktivite gosterdigi belirlenen izolatlar sonraki
testlerde kullanildi.

Aday probiyotik bakterilerin hidrofobisitilerinin
belirlenmesi: L. garvieae’ye karst antagonostik aktivite
gosterdigi  belirlenen aday probiyotik bakterilerin
hidrofobisitilerini belirlemek i¢in % 0,03 Kongo Kirmizisi
(Sigma-Aldrich) karistirilmis MRS agar hazirlandi ve aday
probiyotik bakteriler hazirlanmig olan bu agara ekildi.
Ekim yapilan petriler 28°C'de 24-72 saat inkiibasyona
birakildi. 72 saat igerisinde goriilen kirmizi koloniler
pozitif (hidrofobik) olarak, beyaz veya renksiz koloniler ise
negatif (non-hidrofobik) olarak degerlendirildi (Sharma
vd., 2006).

Aday probiyotik bakterilerin safra
toleranslarimin belirlenmesi: Calismada kullanilan safra
ornekleri, Ornekleme yapilan alabaliklarinin  safra

keselerinden steril enjektér yardimiyla toplandi ve
kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Aday probiyotik
bakterilerin safra toleranslarinin belirlenmesi amactyla her
bir aday probiyotik bakterinin PBS igerisindeki
siispansiyonlar1 10® kob/ml olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan bakteriyel siispansiyonlarn 0.5 ml alinarak,
farkli oranda (% 2.5, 5, 10) safra igeren 4,5 ml steril PBS
iceren tiiplere inokiile edildi. Ornekler 28 °C’de 1,5 saat
inkubasyona birakild1. Inkubasyon sonrasi érneklerin steril
PBS igerisinde seri dilusyonlar1 hazirlandi
diliisyonlardan 0,1 ml alinarak MRS agar’a yayma plak
teknigi ile ekim yapilarak canli bakteri sayimi yapildi
(Balcazar vd., 2008).

Aday probiyotik bakterilerin pH toleranslarinin
belirlenmesi: Aday probiyotik bakterilerin farkli pH
sartlarma t6leransinin belirlenmesi amaciyla her bir aday
probiyotik bakterinin PBS icerisindeki siispansiyonlar: 108
kob/ml olacak sekilde Her bir bakteri

ve bu

hazirlandi.
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stispansiyonundan 0,5 ml alinarak HCl (1M) eklenerek
farkli pH degerlerinde (pH 1, 2 ve 3) ayarlanmis olan 4,5
ml PBS icerisine inokule edildi. Ornekler 28 °C’de 1,5 saat
inkubasyona birakildi. inkubasyon sonrast érneklerin steril
PBS igerisinde seri dilusyonlar1 hazirlandi ve bu
diliisyonlardan 0.1 ml alinarak MRS agar’a yayma plak
teknigi ile ekim yapilarak canli bakteri sayimi yapildi
(Balcazar vd., 2008; Perez-Sanchez vd., 2011).

Aday probiyotik bakterilerin antimikrobiyal
duyarliliklari:  Belirlenen  potansiyel  probiyotik
bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon testi ile
degerlendirildi. Bu amagla 6ncelikle her bir izolatin MRS
broth igerisinde bir gecelik subkiiltiirleri hazirland1 ve
yogunluklar1 Mc Farland No 0,5’e gore ayarlandi. Daha
sonra hazirlanmis olan bakteriyel siispansiyonlardan 0.1 ml
almarak MRS agar’a steril svap yardimiyla ekildi. Ekim
sonrast petriler 30 dakika oda sicakliginda birakildi ve bu
slire sonunda agar yilizeyine antibiyotik diskleri
yerlestirildi. Calismada amoksisilin/klavulanik asit (30
ng), ampisilin (10 pg), doksisiklin (30 pg), enrofloksasin
(5 pg), eritromisin (15 pg), florfenikol (30 pg), flumekuin
(30 png), gentamisin (10 pg), kanamisin (30 pg),
klortetrasiklin (30 mcg), nalidiksik asit (30 pg), oksolinik
asit (2 pg), penisilin (10 U), tetrasiklin (30 pg) ve
trimetoprim/sulfamethakzol (1.25/23.75 pg) (Bioanalyse,
Tiirkiye) olmak tizere 15 farkli antibiyotik diski kullanildi
. Antibiyotik diskleri yerlestirilen petriler 28° C’de 48 saat
inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi antibiyotik
diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon c¢aplari 6lgiildii.
Zon ¢aplarina gore sonuglar duyarli (> 21 mm), orta
diizeyde duyarli (16-20 mm) ve direngli (< 15 mm) olarak
degerlendirildi (Vlkova vd., 2006).

Aday  probiyotik  bakterilerin  molekiiler
identifikasyonu: Aday probiyotik bakterinin molekiiler
identifikasyonu Lactobacillus spp. ve L. acidophilus
spesifik primer dizilerinin kullanildigi PCR denemeleri ile
yapildi. Bu amagla 6ncelikle izolatlarin genomik DNA’lar1
prensibi spin kolon ile filtrasyon esasina dayanan ticari
DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak (Blood&Tissue,
Invitrogen, Kanada) iiretici firma talimatlarima gore elde
edildi. Kit igerigine ek olarak Gram pozitif bakteriler i¢in
0,06 g Tris-HCl, 0,15 g EDTA, 240 pl Triton X-100, 0,4 ¢
lizozim’den olusan 20 ml lizozim lizis buffer hazirlandi.
Lactobacillus  spp.’nin  PCR ile cins diizeyinde
identifikasyonunda Lacto F (TGG AAA CAG GTG CTA
ATA CCG) ve Lacto R (CCATTG TGG AAG ATT CCC)
primerleri kullanildi (Markiewicz & Biedrzycka, 2005).
Lactobacillus spp. pozitif olarak bulunan izolatlar L.
acidophilus spesifik PCR ile identifiye edildi. Bu asamada
PCR’da LacidoF (CAC TTC GGT GAT GAC GTT GG)
ve LacidoR (CGA TGC AGT TCC TCG GTT AAG C)
primerleri kullanildi (Sul vd., 2007). Lactobacillus spp. ve
L. acidophilus icin sirasiyla 230 bp ve 575 bp’lik
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amplifikasyon {irlinlerinin  gdriilmesi
degerlendirildi.

pozitif olarak

BULGULAR

Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu: Saglikli
goriintimde olan 25 gokkusagr alabaligmin bagirsak
florasidan toplamda 47 Gram pozitif, katalaz ve oksidaz
aktivitesi negatif olan bakteriyel izolat elde edildi.

Antagonostik aktivite testi: Agar well difiizyon
testi ile toplam alt1 izolatin etrafinda L. garvieae’ye karst
seffaf inhibisyon zonu olustugu saptandi. Yapilan
skorlama sonucu izolatlardan ikisinin orta, dordiniin ise
yiikksek diizeyde antagonostik aktiviteye sahip oldugu
belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. L. garvieae'ye karsi antagonostik aktivite gdsteren
LAB’lar.
Table 1. LABs that show antagonostic activity against L.
garvieae.

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Yil:5, No:4, (647-654), 2020

Tablo 3. LAB izolatlarin pH tolerans diizeyleri (kob/ml)
Table 3. pH tolerance level of LAB isolates (cfu/ml)

izolatlar
pH
2 9 10 19 20 27
1 R R R R R
2 1,0x108 6,5x10° 7,0x10° 8,0x10° 9,0x10° 5,5x108
3 1,27x10°  3,9x107 3,3x107 1,3x108 1,2x108 1,5x108
- saptanamadi

Aday probiyotik bakterilerin antimikrobiyal
duyarhhklar: izolatlarm tamammin 5 farkli antibiyotige
kars1 direngli oldugu belirlendi. Bununla birlikte izolatlarin
tamaminin  amoksisilin/klavulanik  asit, doksisiklin,
eritromisin, florfenikol, klortetrasiklin, penisilin ve
tetrasiklin’e karst duyarli oldugu saptandi. izolatlarin
sergiledigi antimikrobiyal profiller Tablo 4’de sunuldu.

Tablo 4. Disk difiizyon
degerlendirilmesi
Table 4. Disk diffusion test results and evaluation of these results

izolatlar

test sonuglart ve sonuglarin

Antibiyotikler

2 9 10 19 20 27
izolatlar inhibisyon zonu (mm) Skorlama AMC (30 pg) S(34) S(36) S(38) S(36)  S(41)  S(40)
AM (10 pg) R@5)  R@4) 117 100 S(1)  S(21)
2 19,81 2 (f)rta) DO (30 pg) S(39) S(36) S(35) S(34)  S(33)  S(34)
9 23,27 3 (ytiksek) ENR (5 pg) 18) 118 S@1)  120) 119  1(18)
10 19,63 2 (orta) E(15 pg) S(30) S(27) S(29) S(26)  S(28)  s(27)
) FFC (30 pg) S@37)  S(@0)  S(36)  S(34)  S(@0)  S(35)
19 22,79 3 (y?ksek) FLM (30 ng) I16) R(4) R@5 R4 RE RO
20 2281 3 (yiiksek) CN (10 pg) RO) RO RO RO RO RO
27 20,99 3 (yiiksek) K (30 ug) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0)
CHT (30 mcg) S@)  S@7)  S(38)  S(39)  S@0)  S(34)
o o o NA (30 ig) RO RO RO RO RO RO
Aday probiyotik bakterilerin hidrofobisitilerinin OA (2 pg) RO) RO RO RO RO RO
. . . . . P (10 U) S@)  S@0)  S(39)  S(39)  S@2)  S(0)
belirlenmesi: L. garvieae’ye karsi antagonostik aktiviteye TE (30 pg) S@1)  S@6)  S(B1)  S(26)  S(@30)  S(30)
STX (1.25/23.75 pg) RO RO RO RO RO RO

sahip oldugu belirlenen 6 izolatin % 0,03 Kongo Kirmizisi
ilave edilmis MRS agar’da 72 saat sonunda kirmiz1 renkli

koloniler olusturdugu saptandi. Dolayisiyla aday
probiyotik  bakterilerin tamami hidrofobik  olarak
degerlendirildi.

Aday probiyotik bakterilerin safra

toleranslarinin belirlenmesi: Aday probiyotik bakterilerin
safra tolerans testi sonuglar1 Tablo 2’de verildi. Buna gore
izolatlarin 2, 10, 19 ve 27 nolu izolatlarin % 2,5-10
arasindaki safra  konsantrasyonlarma tolerasl
olduklar1 saptandi. % 2,5 safra oranmm 9 ve 20 nolu
izolatlarin {iremelerini kismen inhibe ettikleri belirlendi.

tim

Tablo 2. LAB izolatlarinin safra toleranslari (kob/ml).
Table 2. Bile tolerance of LAB isolates (cfu/ml).

% safra izolatlar

2 9 10 19 20 27
0 40x10°  1,3x10®  1,1x10®  1,5x10®  2,5x10° 1,86x10°
2,5 4,45x108  6,0x107  1,7x10® 153x10° 9,0x107 1,1x108
5 45x108  8,6x107 1,13x10®  1,3x10° 1,5x108 1,4x108
10 4,73x10% 1,26x10® 1,36x10%8 1,36x10%8 1,33x10° 1,46x108

Aday probiyotik bakterilerin pH toleranslarinin
belirlenmesi: Aday probiyotik bakterilerin pH tolerans
testi sonuglar1 Tablo 3’de verildi. Tiim izolatlarin 1 pH’da
inhibe olduklari, 2 ve 3 pH’da ise hayatta kalabildikleri
saptandi.
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AMC: Amoksisilin/klavulanik asit, AM: Ampisilin, DO: Doksisiklin, E: Eritromisin, ENR:
Enrofloksasin, FFC: Florfenikol, FLM: Flumekuin, CN: Gentamisin, K: Kanamisin, CHT:
Klortetrasiklin, NA: Nalidiksik asit, OA: Oksolinik asit, P: Penisilin, TE Tetrasiklin, STX:
Trimetoprim/sulfametoksazol, S: duyarls, I: Orta derece duyarli, R: Direngli.

Aday  probiyotik  bakterilerin  molekiiler
identifikasyonu: Aday probiyotik bakterilerin cins
diizeyinde identifikasyonu sonucu tiim izolatlarin 230 bp
biiylikliigiinde amplifikasyon iirtinleri verdigi saptandi. Bu
izolatlara L. acidophilus spesifik PCR uygulamasi
sonucunda 2, 9, 10, 19 ve 20 nolu izolatlarm 575 bp’lik
amplifikasyon {iirlinii verdigi saptandi ve bu izolatlar L.
acidophilus olarak identifiye edildi. Diger 27 nolu izolat
ise Lactobacillus spp. olarak degerlendirildi.

TARTISMA

Baliklarda gastrointestinal kanal, ¢evre ile balik
arasindaki etkilesimin oldugu en 6nemli yapilardan bir
tanesidir. Bu nedenle bu kanal igerisinde LAB gibi faydali
bakterilerin bulunmast olasi patojenler ile karsilagmada
hayati 6nem tasimaktadir (Ringo vd., 1996). Baliklarin
sahip oldugu intestinal mikrobiyata beslenme, fizyoloji ve
baligin  etrafinda  bulunan  ¢evresel kosullardan
etkilenmektedir. Dolayisyla tiirler arasinda degiskenlik
gostermektedir  (Cahill, 1990). Eskiden baliklarin
gastrointestinal kanal mikrobiyatasin belirlenmesinde
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kiiltiire bagimli metotlar kullanilmaktaydi. Ancak bu tiir
metotlarin kullaniminda goriilen simirlamalar, son yillarda
kiiltiir bagimsiz genetik metotlarin kullanimini arttirmistir.
Yapilan arastirmalar sonucu baliklarda Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus,
Carnobacterium, Weissella ve Pediococcus cinslerinin
bagirsak florasinin yerel tiirleri oldugu ortaya konulmustur.
Gastro intestinal kanala kolonize olan bakteriler arasinda
ozellikle LAB’lar sindirim kanalinin gelisimine katki
saglamasi, immun yaniti uyarmasi ve hastaliklara karsi
direnci arttirmasi nedeniyle su {iriinleri yetistiriciliginde
probiyotik  olarak  kullanilabilecek en  Gnemli
bakterilerdendir (Ringo vd., 2018).

Farkl1 balik tiirlerinde LAB’larin izole edildigi ve
izolatlarmn ¢esitli patojenlere karsi antagonostik aktiviteye
sahip olup olmadiklarmin degerlendirildigi bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Balcazar vd., (2007) saglikli salmonidlerin
bagirsaklarindan izole edilen L. lactis subsp. lactis
CLFP100, L. lactis subsp. cremoris CLFP102’in Y. ruckeri
ve V. anguillarum’a, L. lactis subsp. cremoris DSM
20069’in L. garvieae’ye karsi, L. curvatus CLFP150
izolatinin ise V. salmoninarum’a kars: antagonistik etkiye
sahip olduklarin1 tespit etmislerdir. Perez-Sanchez vd.,
(2011) gokkusagr alabalig1 bagirsaklarindan izole ettikleri
L. plantarum, L. lactis ve Leuconostoc mesenteroides
suglarmm L. garvieae’ye karsi antagonistik etkileri
oldugunu bildirmislerdir. Nguyen vd., (2017) L. lactis
WFLUI12 susunu Japon pisi baliklarmin (Paralichthys
olivaceus) bagirsaklarindan izole etmigler ve bu susun
Streptococcus  parauberis’e  karst  etkin  oldugunu
bildirmiglerdir.  Didinen = vd., (2018) gokkusag1
alabaliklarmin mikrobiotasindan izole edilen L. lactis
subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. garvieae, P.
acidilactici ve Lactobacillus sakei tiirlerinin Vagococcus
salmoninarum’a  kars1  antagonistik  etkiye  sahip
olduklarini, ayni izolatlarin L. garvieae 'ye karst herhangi
bir antagonostik aktivite gostermediklerini bildirmislerdir.
Bu calismada gokkusag alabaliklarinin bagirsaklarmdan
izole edilmis L. acidophilus ve Lactobacillus spp.
izolatlarinin L. garvieae'ye karsi antagonostik aktiviteye
sahip olduklar1 belirlenmstir.

Patojenlere karsi antagonistik etkilere sahip olan
probiyotik adaylarinin baliklarin gastrointestinal kanalinda
kolonize olmasi ve yiiksek safra konsantrasyonlarmi ve
asidik pH'yi tolere edebilmesi istenilen en OGnemli
ozelliklerindendir. ~ Salmonid  baliklarin  sindirim
kanalindaki fizyolojik safra konsantrasyonu % 0,4-1,3
araliginda  degismektedir. Bununla Dbirlikte aday
probiyotiklerin safra tolerans diizeylerinin belirlenmesinde
(in vitro sartlarda) % 2,5-10 arasi safra konsantrasyonlari
kulllanilmigtir (Balcazar vd., 2008). Bu c¢alismada elde
edilen probiyotik bakteri adaylarnin tamaminin %10
safray1 tolere edebildigi belirlenmistir. Benzer sekilde
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Didinen vd., (2018) V. salmoninarum’a karsi antagonistik
etki gosteren suslardan L. lactis subsp. cremoris suslarinin
ve L. garvieae (1-3) susunun % 2,5-10 arasindaki tiim safra
konsantrasyonlarina tolerasli olduklarmi saptamiglardir.
Ancak aragtirmacilar baz1 izolatlarm ise (L. lactis subsp.
lactis, L. garvieae 1-4 ve P. acidilactici 3-5) % 2,5 safraya
duyarli olduklarmi bildirmislerdir. Perez-Sanchez vd.,
(2011) L. lactis, L. plantarum ve L. mesenteroides
izolatlarinin % 1 safra kosullarinda 3 saat inkiibasyona
toleranslt oldugunu saptamislardir. Yine bir baska
calismada Sorroza vd., (2012) %10 deniz levregi
(Dicentrarchus labrax) safrasmnin dil baliklarmm (Solea
solea) bagirsaklarindan izole ettikleri V. fluvialis’in
iiremesini % 66,7 oraninda inhibe ettigini belilemislerdir.

Baliklarda mide pH’s1 tiirler arasinda degiskenlik
gostermektedir. Ornegin gokkusagi alabaliklarmin mide
pH’st 2,5-3,5 arasinda (Lavelle & Harris, 1997) iken
tilapia’larda (Oreochromis niloticus) bu deger 1,4-1,5
arasindadir  (Getachew, 1989). Probiyotik adayi
mikroorganizmalarm mide pH’sindan etkilenmeden
gecebilmeleri igin tiirlere 6zgii pH araliklarina toleransh
olmalar1 gerekmektedir. Bu ¢alismada elde edilen aday
probiyotik bakterilerin tamammin pH 2 ve 3 degerlerinde
hayatta Kkalabildikleri belirlendi. Dolayisiyla izolatlarin
tamami1 gokkusagr alabaliginin midesinden etkilenmeden
gecebilecek potansiye sahip oldugu ortaya konuldu.
Didinen vd., (2018) probiyotik olarak degerlendirdikleri
bakterilerin pH 1,5-3 arasinda farkli seviyede toleransa
sahip olduklarmi belirlemislerdir. Balcazar vd., (2008)
gokkusagi alabaliklarindan izole ettikleri L. lactis, L.
plantarum ve L. fermentum suslarinin tamamimin 2,5-6,5
pH degerlerine 1.5 saat siireyle maruz birakildiklarinda
hayatta kalabildiklerini, 1-2 pH’ya ise tdlerans
gosteremediklerini bildirmislerdir.

Probiyotik bakterilerin konak¢i organizmanin
bagirsak epitel hiicrelerine tutunma yani kolonize olama
yeteneginin olmasi probiyotikler i¢in 6nemli bir dzelliktir
(Perez-Sanchez vd., 2011). Bakterilerin hidrofobik
Ozellikte olmalari, bagirsak epitel hiicrelerine tutunma
kabiliyetlerinin oldugunu gostermektedir (An & Friedman,
2000; Rinkinen vd., 2004). Bu ¢alismada L. garvieae’ye
kars1 antagonostik aktiviteye sahip oldugu belirlenen aday
probiyotik bakterilerin intestinal mukozaya tutunma
yetenekleri, hidrofobisite ozelliklerinin incelenmesi ile
belirlendi ve aday probiyotik bakterilerin tamami
hidrofobik olarak degerlendirildi. Perez-Sanchez vd.,
(2011) de L. garvieae’ye karsi antagonostik aktiviteye
sahip olduklarin1 belirledikleri L. plantarum ve L. lactis
suslarinin hidrofobik oldugunu belirlemislerdir.

Su {irtinleri sektoriinde antimikrobiyal bilesikler
yeme edilerek ya da immersiyon seklinde
kullanilmaktadir. Ancak kemoterapi uygulamalar1 bagirsak
fizyolojisinin homeostazisini bozabilmekte ve baliklarin

ilave
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enfeksiyonlara karst savunmasiz olmasina neden
olabilmektedir. Bu bakimdan, antibiyotiklere direngli
probiyotikler baliklarda antibiyotik uygulamalar sirasinda
bagirsaklarda faydali mikroorganizmalarin uzun siireler
boyunca yerlesmesine neden olabilir (Kim & Austin,
2008). Ancak antibiyotik direncinin genetik mekanizmalar
yoluyla diger mikroorganizmalara transfer olabildigi
gercegi unutulmamalidir (Marti vd., 2014). Dolayisiyla
probiyotiklerin giivenli bir sekilde kullanilabilmesi igin
direngsiz organizmalarin segilmesi gerekir. Bu ¢aligmada
da  probiyotik  bakteri  adaylarmin  kullanilan
antibiyotiklerin en az yarisma (yedi adet) duyarh
bulunmasi bakterilerin probiyotik olarak kullanilabilirligi
acisindan 6nemli bir bulgudur. Ancak genetik olarak
antibiyotik  direng geni veya genlerini tastyip
tasimadiklarinin belirlenmesi gerekir.

Sonug olarak bu ¢aligma ile lilkemiz kiiltiir balig
yetistiriciliginde yaygin olarak goriilen L. garvieae nin
kontrol altina alinmasinda kullanilabilecek olas1 probiyotik
bakteriler elde edilmistir. Patojenik mikroorganizmalari
onlemek ve balik hastaliklarmm goriilme sikligini
azaltmak i¢in yararli mikroorganizmalarm kullanimi
yoluyla probiyotik uygulamalar1 giderek artan bir ilgi
goérmektedir. Ancak bu alanda in vitro probiyotik 6zellikte
oldugu  belirlenen  izolatlarm  saha  sartlarinda
etkinliklerinin belirlenebilmesi igin in vivo calismalarin
yapilmasi gerekmektedir.
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