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OZET: Baliklardan izole edilen Lactobacillus suglarinin genel inhibisyon (tim inhibitér maddelerin) ve 6zel inhibisyonlarimin (bakteriosin ve/veya
bakteriosin benzari maddelar} tespitinde agar difflizyon metodu kulfaniimigtir. Test bakierlleri clarak kea. (+) S. aureus, koa. (-) 8. aureus, E. col,
E. coliK12, Y. enterocolitica, P. asroginosa, B. subtilis ve P. flouroscens kullaniimigtir, Lactobacilus suglanndan, dzellikle L. case/ HS1 sugunun
test bakteriler iizerinde genel inhibisyon etkisinin yiiksek oldufiu ve bakteriosin ve/veya bakteriosin benzeri madde Gretti§i tespit ediimigtir.

ABSTRACT: Inhibitory effect of Lactobacilli strains which were isolated fish on coag. (+) S. aureus, coag. (-) 5. aureus, E. coli, E. coliK12,
Y. enterocolitica, P. asroginosa, B. sublilis and P. fleurescens was determined by the agar diffusion maethod. Also, bacteriosin produced by the
strains and inhibitory activities of these malerial were examined on the tested bacteria. L. casei HS1 was found to be the highest strain that
showed both general inhibition annd bacteriosin production on tested bacteria,

GIRIS

Deniz ve tathsu iir{inleri, zellikie de baliklar bozulmaya en duyarli, en yakin gidalardir. Balklarda kas
dokulari, diger memeli hayvan kaslarindan gok daha hizli bozulabilir (KUGUKONER ve KUGUKONER, 1990).

Bozulmalar ve balik hastahiklannin etkeni olan bakteriye! bulagma kiiltir balikgih@nin en biyik
problemlerinden biridir. Balik patojenleri bakteri, fungus, protozoa ve virislerin bulundugu gok gesitli bir
mikroorganizma grubundan olugur {AUSTIN and AUSTIN, 1995).

Lactobacillus tirleri beslenme siirecinde faydal bir etkiye sahip olup, yerlegsme bdlgesi agisindan ve
maddelerin kuliartminda diger bakterilerie rekabet edebilir. Fakat bir farki ve ¢ok &nemli &zelligi organik asit,
hidrojen peroksit ve diger mikroorganizmalarin dremesini engelleyecek gesitli maddeler iiretmesidir (RINGO,
et al., 1995, SCHRODER et al., 1980). Laktik asit bakterileri, diger bakterilerin Uremesini inhibe eden Urettigi
bilegikler sayesinde intestinal kas tabakasindan hizla goJalarak patojenik bakterilere kargi ilk savunma
bariyerini olugturur (GILDBERG et al., 1995}

Bu galigmada amag, Glkemizde ve diinyada tiretimi yapilan, ekonomik olarak &nemii bir yer tutan aynali
sazan ve gokkusad: alabaliklartnin mide-bagirsak bodlgesinden izole edilen laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyal aktivitelerini belirlemektir,

MATERYAL VE METOD

1. Genel inhibisyon Aktvitelerinin Tespiti
Baliklardan izole edilen Lactobacilius suglan MRS Broth'da 48 saat akdiflestirildikien sonra 5000
dev/dak santrifiij edilmigtir. Stipernatant kisim 0,45 um'lik filtre kagidindan sizillerek sterilize edilmigtir.
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Test bakterileri Nutrient Broth besiortaminda 24 saaflik inkilbasyona birakilarak aktiflegtirilmigtir,
Caligmada test bakterileri olarak, Escherichia coli, Escherichia coli K12, Koag. (+) Staphylococcus aureus,
Koag. (-} SBtaphylococcus aureus, Pseudomonas fleurescens, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus subtilis ve
Yersinia enterocolitica kullanmigtir, Lactobaciliuslann test baklerileri Gzerinde antagonistik etkilerinin
incelenmesinde steril petri kaplarina 0,1 ml aktif test bakterileri ilave edilmis, Gzerlerine Nutrient Agar dékilip
kangtinimig plaklar Ozerine steril bir gekilde plaklar Ozerinde 0,8 cm. gapinda kuyular agitmighir. Kuyulanin dip
kisimlan bir miktar Nutrient Agar'la kapatiimigtir. Hazirlanan kuyulann igine steril filtrattan 100 pl Lactobacillus
stipernatantlar: ilave edilmigtir. Plaklar 37+1°C'de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Stire bitiminde kuyularin
etrafinda olugan zonlanin gaplan kompas ile &lgtilmistiir (REINHEIMER et al., 1990).

2. Bakteriosin ve/veya Bakteriosin Benzeri Maddelerin Etkisinin Tespiti

Lactobacilius kiltirlerin test bakteriler Ozerinde bakteriosin ve/veya bakteriosin benzeri maddelerin
etkisini incelemek amaciyla modifiye bir metod kullanilmigtir (GIRAFFA et al., 1990). Bu amagla 107ar mil'lik
MRS Broth besiortami hazirlanmug, besiortamina brom-crusol purpur ilave edilmigtir. Bu madde asit olugsumunu
gbzlemleyebilmek amaciyla konulmugtur, Kiltirler 3 seri besiyerlerine %2 craninda ekim yapilarak
haziranmigtir. Seri besiortamlan agagidaki gibi hazirlanmigtir:

1. Grup O2 (-} Asit (-} ortam (anaerobik jarda): Bakteriosin igin (inkiibasyon bitiminde asitlik nétralize

edilmistir.)

2. Grup 02 (+} Asit {-) ortam: Asitligi elimine etmek igin (inkiibasyon bitiminde asitlik ntralize edilmigtir).

3. Grup O2(+) Asit (+) ortam: Hidrojen peroksiti ayirmak igin.

Tim kiiltlrler 30+1°C'de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir.

Diger taraftan renk degigiklidini gozlemleyebilmek igin kontrol besiyeri hazirlanarak pH'si 6,2-8,5'e
ayarlanmighir. inkiibasyon bitiminde 3. gruptaki &meklerin asitligi nétralize edilmig, santrifdj ve filtrasyon
islemleri uygulanmgtir. '

Santrifllj, filtrasyon ve kuyulann hazirlarug genel inhibisyon testinde uygulandi§r gibi yapiimighr.

BULGULAR

izole edilen laktik asit bakterilerinin test bakterileri Gzerinde olugturdugu inhibisyon zon gap degerleri
Gizelge 1'de verilmigtir.

L. casei H31 susu koa. (+) S. aureus {izerinde 18 mm zon ¢apiyla maksimum etki gésterirken, L. casei
HS25 sugu bu test bakterisi izerinde 4,4 mm zon ¢aptyla minimum etkiyi gstermigtir. Dijer taraftan bu test
bakterisi lizerinde 4 adet sug (L. coryneformis HS18, L. plantarum HS19, L. coryneformis HS20, L. casei H529)
antimikrobiyal etki gstermemigtir,

L. casei HS3 susu koa. (-) S. aureus tizerinde 18,6 mm zon gapiyla maksimum etki gésterirken, L. casei
HS27 susu bu test bakterisi (izerinde 5 mm zon gapiyla minimum etki géstermigtir. Diger taraftan koa. (-) S.
aureus Uzerinde 7 adet sug (L. casei HS8, L. xylosus HCS, L. casei H310, L. casei HC11, L. coryneformis
HS518, L. plantarum HS19, L. coryneformis H520) antimikrobiyal etki gbstermemistir.

L. caseiHS1 sugu E. cofi lizerinde 12,6 mm zon gapiyla maksimum etki gdsterirken L. casei H316 sugu
bu test bakterisi Uzerinde 5.6 mm zon ¢apiyla minimum etki géstermigtir. Diger taraftan E.cofi izerinde 18 adet
sug (L. casei HS8, L. xylosus HC9, L. casei HS10, L. casei HC11, L. coryneformis HS18, L. plantarum HS19,
L. coryneformis HS20, L. coryneformis HC22, L. plantarum HS23, L. coryneformis HC24, L. casei HS25, L.
casei HS26, L. casei HS27, L. plantarum HS28, L. casei HS29, L. jensenii HS30, L. CASEI HS31, L. casei
HS832} antimikrobiyal etki gdstermemigtir.

L. casei H52 sugu E. coli K12 Uzerinde 5,8 mm zon gapiyla maksimum etki gdsterirken L. plantarum
HG13 sugu bu test bakterisi lizerinde 2,8 mm zon gapiyla minimum etki géstermistir. Diger taraftan E. cofi K2
Uzerinde 21 adet sus (L. casei HC8, L. casei HS8, L. xylosus HCY, L. casei HS10, L. casei HC11, L. casei
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HC18, L. casei HS17, L. coryneformis HS18, L. plantarum HS19, L. coryneformis HS20, L.,do:yneformis HC22,
L. plantarum HS23, L. coryneformis HC24, L. casei HS25, L. casei HS26, L. casei HS27, L. piantarum HS28,
L. casei HS29, L. jensenii HS30, L. casei HS31, L. casei HS32) antimikrobiyal etki géstermemigtir.

L. casei HS1 sugu Yersinia enterocolitica Uizerinde 8,2 mm zon gapiyla maksimum etki gésterirken L.
plantarum HS28 sugu bu test bakterisi lizerinde 2,2 mm zon gapiyla minimum etki géstermigtir. Diger taraftan
Y. enterocolitica Uzerinde 18 adet sus (L. casei HCB, L. casei HS8, L. xylosus HCY, L. casei H310, L. casei .
HC11, L. coryneformis HS18, L. plantarum HS19, L. co.rynelformis HS20, L. coryneformis HC22, L. plantarum
HS823, L. coryneformis HC24, L. casei H325, L. casei HS26, L. casei HS27, L. casei HS28, L. jensenii HS30,.
L. casei HS31, L. casei HS332) antimikrobiyal etki gostermemigtir.

L. casei HS1 susu Psedomonas aeroginosa lzerinde 8,4 mm zon capiyla maksimum etki gisterirken
L. casei HS31 bu test bakterisi (izerinde 2 mm zon gapiyla minimum etki gdstermigtir. Diger taraftan Pseudo-
monas aeroginosa Uzerinde 14 adet sug (L. casei HS2, L. casei HS8, L. xylosus HCS, L. casei HS10, L. casei
HC11, L. coryneformis HS18, L. plantarum HS819, L. coryneformis HS20, L. coryneformis HC22, L. plantarum
HS23, L. coryneformis HC24, L. casei HS25, L. casei HS25, L. casei HS26, L. casei H529) antlmlkroblyal et-
ki géstermemigtir. . .

L. casei HS1 susu Bacillus subtilis izetinde 13,6 mm zon gapiyla maksimum etki gostenrken L. casei
HS25 ve L. casei HS26 suglari bu test bakterisi izerinde 2 mm zon gapiyla minimum etki géstermigtir. Diger
taraftan B. subtilis Uzerinde 7 adet sug (L. casei HC8, L. casei H38, L. xylosus HCS, L. casei HS10, L. casei
HC11, L. coryneformis HS18, L. coryneformis HC22) antimikrobiyal etki gdstermemisgtir (Sekll 1}).

L. caseiHS3 ve L. casei HC6 suglan Pseudo-
monas fleurescens (zerinde 7,6 mm zon gapiyla
maksimum etki gésterirken L. casei HS1 sugu bu test
bakterisi Gzerinde 2,6 mm zon gapiyla minimum etki
gbstermigtir. Dider taraftan P. fleurescens lzerinde
20 adet sug (L. casei HS8, L. xylosus HC9, L. casei
HS10, L. casei HC11, L. casei HC16 L. casei HS17,
L. coryneformis HS18, L. plantarum HS19, L. cory-
neformis HS20, L. coryneformis HC22, L. plantarum
HS23, L. coryneformis HC24, L. casei HS25, L. casei
HS26, L. casei HS27, L. plantarum HS28, L. casei
HS29, L. jensenii HG30, L. casei HS31, L. casei

HS32) antimikrobiyal etki géstermistir. Sekil 1. Lactobacillus suglarimn (L.casei HS1, L.casei HS2,
L.casei HS3, L.casei HC6) B.subtilis tizerinde olugtur-
Bakteriosin ve/veya bakteriosin benzeri dugu inhibisyon zonu

madde tiretimleri

Bakteriosin ve/veya bakteriosin benzeri madde Gretimlerinde L. casei HS1 sugu B. subtilis {izerinde 0,72
mm zon gapiyla antimikrobiyal etki gstermigtir. Diger Lactobacillus suglarinin denenen test bakterileri iizerinde
bakteriosin inhibisyon etkisinin olmadig! tespit edilmigtir,

TARTISMA

Yapilan aragtirmalarda, laktik asit bakterileri tarafindan dretilen inhibitdr bilegikler ve etki mekanizmalar
hakkinda birgok bilgi edinilmis olmakia birlikte probiyotik olarak bu bakterilerin kullammi gida ve eczacilik
endiistrisinde kullaniimaktadir. Bu bakteriler geligimlerinde mide-bagirsak gevresine uygunluk gdsterdigi igin
tercih edilir (RENNER ve SALDAMLI, 1983).

FRANK and MARTH {1977), homofermentatif laktik asit bakterilerinin inhibisyon etkisinin laktik asitten
kaynaklandigini belirlemiglerdir. FITZSIMMONS and BERRY (1994), Lactobacilfus'un Urettigi hidrojen
peroksitin Candida albicans tizerinde inhibitdr etki gdsterdidini tespit etmigler ve bu sistemin bakteri, fungus, vi-
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Cizelge 1. Lactobacillus Suglarinin Test Bakterileri (zerinde Olugturdugu Inhibisyon Zon Cap Degerleri (mm)

Koa. (+) St.aureus | Koa. () St. aureus E.coli E.coli K12

L. casei HS! 18.0£0.00 17.8+0.00 12.640.00 4.240.01
L. casei Hs2 15.6+0.00 16.810.02 9.8+0.01 5.810.05
L.casei HS3 16.640.01 18.640.01 10.2£0.02 5.240.03
L.casei HC6 7.8£0.00 5.840.00 ) 7.240.01 iy

L casei HS8 7.240.03 Iy Iy 1h¢
L.casei HSIO0 9,6+0.02 iy iy iy
L.casei HCll 8.4+0.00 Iy iy Iy
L.casei HS14 9.2+0.00 16.410.00 10.840.01 3.8+0.00
L.caesi HSIS 16.240.,03 13.410.01 12.410.02 5.0£0.00
L.casei HCi6 11.0£0.00 11.8+0.02 3.610.01 iy
L.caesi H817 15.8+0.00 14.810.02 9.610.01 iy
L.casei HS28 4.410.00 6.440,03 iy Iy

L casei HS26 6.40.03 6.4+0.03 134 Iy
L.casei HS27 4.810.00 5.04£0.00 fy iy
L.casei HS529 iy . 7.240.01 ty iy

L casei HS31 9.2+0.01 9.0+0.00 iy Iy
L.casei H$32 8.0+0.00 9.2+0.00 ty Iy
Lxylosus HC9 9.810.00 iy Iy Iy

L jenseni HS30 7.440.02 9.240.01 iy iy

L. plantarum HC13 14.8+0.01 13.8+0.00 11.240.01 2,8+0.01
L.plantarum HC19 iy iv v iy
L.plantarum HS23 6.210.01 7.840.01 Iy Iy
Lplantgrum HS28 7.80.00 10.4+0.00 iy iy
L. coryneformis HS18 iy iy iy . iy

L. coryneformis HS20 iy iy iy Iy

L. coryneformis HC22 - 521001 10.010.00 iy iy

L. coryneformis HC24 6.240.00 5.640.01 Iy iy
Minimum 4.440.00 5.0£0.00 5.610.01 2.820.01

Maksimum 18.040.00 17.820.00 12.610.00 5.810.05

Ortalama (*)* 5.210.07 5.220.06 5.240.05 5.240.04

tY: Inhibisyon yoktur.
*: Inhibisyon gosteren deferlerin ortalamas
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Cizelge 1. (Devami) Lactobacillus Suglarinin Test Bakterileri Uzerinde Olusturdugu Tnhibisyon Zon Cap Degerleri (mm)

Suglar : Zon Caplan (mm)
Y. enterocolitica P._aeroginosa B. subtilus P. fleurescens

L. casei HSI 8.240.00 8.4+0.05 13.610.03 2.630.01
L. casei HS2 8.0£0.00 iy 10.640.03 4.8+0.02
L. casei HS3 6.240.02 8.010.03 9.810.00 7.6+0.01
L. casei HC6 iy 7.210.00 iy 7.610.00=
L. casei HS8 ty Iy Iy iy

L. casei HS10 ty iy iy iy

L. casei HCI! Iy iy iy iy

L. casei HSi14 4.610.00 6.210.00 11.4+0.02 4.630.00
L. casei . HSIS 6.0£0.00 6.410.00 10.2140.01 4.0£0,01
L.casei HCI6 6.8+0.01 5.210.00 8.240.00 ivr
L.casei HSi7 4.840.02 4.440.00 10.840.00 iy

L. casei HS$25 iy Iy 2.0+0.00 iy

L. casei HS26 iy Iy 2.0:£0.00 iy
L.casei HS27 ty 4.4£0.00 2.6x0.01 Iy

L. casei HS29 i iy 2.840.02 v

L. casei H$31 iy 2.010.01 4.0+0.01 iy

L. casei HS32 iy 5.240.000 5.040.02 iy

L. xylosus HCY iy iy iy iy

L. jensenii HS30 Iy 3.240.00 5.240.00 ir

L. plantarum HCI3 4.2£0.00 6.8+0.01 11.410.00 5.410.00
L. plantarum HS19 IY k Y 2.0£0.01 IY

L. plantarum HS23 iy iy 2.440.00 iy

L. plantarum HS§28 2.240.02 3.810.02 5.810.00 iy

L. coryneformis HS18 1Y Iy Iy Y

L. coryneformis HS20 1Y IY 3.0£0.02 Iy

L. coryneformis HClI iy iy iy iy

L. coryneformis HC24 iy Iy 244002 iy
Minimum 2.240.02 2.040.01 2.0+0.01 2.640.01
Maksimum 8.2+0.00 8.4+0.05 13.640.03 7.640.01
Ortalama (x}* 5.240.03 5.240.02 5.240.01 5.24£0.00

IY: inhibisyon yoktur.
*: [nhibisyon gsteren degerlerin ortalamasi

riis ve parazitlere kargi genig spektrumlu bir aktiviteye sahip oldugunu bildirmiglerdir. Caligmamizda da tespit
edilen genel inhibisyoniann Lactobacillus'lann Urettidi laktik asit ve hidrojen peroksiten kaynaklandid) digOnill-
mektedir.

Laktik asit bakterilerinin bakteriosin (ireten soylan, bagirsaktaki diger organizmalarla rekabette gok
onemlidir. Bakteriosin bakterisidal etkive sahip ve tim hiicre reseptérlerini baglar (CHARUMATI and LAM-
BERT, 1996). Son yillarda laktik asit bakterilerinde birgok bakteriosin ve/veya bakteriosin benzeri bilegikler bu-
lunmustur. PANCHAYUTHAPANI et al. {1995), balidin bakteriyel florasinin inhibisyonu izerinde bakteriosinle-
rin etkisini test etmislerdir. Test edilen laktik asit bakterilerinin bakteriosinlerinin balik mikroflorasi Ozerinde
%42-54 oraninda bakterisidal etki gdserdigini agiklamiglardir. SCHILLINGER and LUCKE (1988), etlerden
izole edilen L. sakehin bakteriosin (rettigini ve bunun B. subtilis, 5. aureus, P. aeroginosa ve P. fluorescens
iizerinde bakterisidal etki yaptigin tespit etmislerdir. BEYATLI ve ark. (2000), starter olarak kullanilan 19 adet
Lactobacillu susundan 3 adedinde bakteriosin ve/veya bakteriosin benzeri madde Uretildigini bildirmiglerdir.
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Calismamizda da izole edilen L. casei HS1 sugunun B. subtilis (izerinde bakteriosin ve/veya bakteriosin
benzeri maddeden kaynaklanan antimikrobiyal aktivite gbsterdigi tespit edilmigtir.

KUIPERS et al. (2000), besin yoluyla alinan laktik asit bakterilerinin, 6zellikle Lactobacillus sp. ve
Bifidobacterium sp.'nin, Ozel patolojik durumu énlemelerinin probiotik &zellijinden dolayl oldugunu
bildirmiglerdir. Bilim adamlari, hayvan besinlerinde antibiyotik yerine bagirsak florasini dengeleyici, yararh etki
yapan, yagayan mikrobiyal besinlerin kullamimasinin daha faydal olacadint belirterek, probiotik canlilarin
kullarilmasin tavsiye etmektedirier.

Sonug olarak, Ulkemizde ve diinyada Uretimi yapilan, ekonomik olarak énemli bir yer tutan bu bahklarin
mide-bagirsak florasindan izole edilen laktik asit bakterilerinin farkll antimikrobiyal aktiviteler gésterdigi
bulunmustur. Ozellikle antimikrobiyal aktivitesi yiiksek olan L. casei HS1 sugunun, balk silajlarinin
hazirlanmasinda ve gida teknolojisinde kullanilmasinin uygun olabilecegi disiniimektedir.
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