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Oz: Bu galismada iki potansiyel probiyotik bakteri Bacillus subtilis ve Lactobacillus plantarum’un bazi balik patojenlerine karst stvi
kiiltiir inhibisyon testi ile in-vitro olarak antagonistik etkisi arastirilmis ve su triinleri yetistiriciliginde kullanilabilirlikleri degerlendirilmistir.
Sivi kiiltlir inhibisyon testi iki probiyotik tlriiniin {ist fazinin 36 saatlik kiiltiir sonucunda bazi balik patojenlerinin ¢ogalmasini inhibe
edebildigini gostermistir. Test sonuglari B. Subtilis’in A. sobria, E. tarda ve L. garvieae’nin inhibisyonunda etkili oldugu; L. plantarum
probiyotiginin ise A. sobria, L. garvieae, L. anguillarum ve Y. ruckeri’nin biiyiimesini engelledigi tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum, probiyotik, balik patojenleri.

In vitro Antagonistic activity of Probiotic Bacteria Bacillus subtilis and
Lactobacillus plantarum on Fish Pathogens

Abstract: In this study, the antagonistic effect of two potential probiotic bacteria Bacillus subtilis and Lactobacillus plantarum against
some fish pathogens by liquid culture inhibition test was investigated and their usability in aquaculture was evaluated. The liquid culture
inhibition test showed that the supernatant of the two probiotic species was able to inhibit the proliferation of some fish pathogens after 36 hours
of culture. Test results showed that B. subtilis was effective in inhibiting A. sobria, E. tarda and L. garvieae; L. plantarum probiotic inhibited the
growth of A. sobria, L. garvieae, L. anguillarum and Y. ruckeri.

Keywords: Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum, probiotic, fish pathogens.
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GIRiS

Glinlimiizde bir¢ok alanda yaygin kullanimi olan
sentetik kimyasallar veya antibiyotiklerin suya, insan ve
hayvan sagligina olan olumsuz etkileri 6nemli bir sorundur.
Akvakiiltirde  kullanilan  sentetik  kimyasallar  veya
antibiyotikler sucul ekosistemi olumsuz etkilemekte ve
bakteriyel topluluklarda yapisal degisimlere neden
olmaktadir (Martinez, 2008). Ayrica antibiyotiklere karsi
dayanikli patojenlerin yani bakteriyel direncin olugmasi
giinlimiizde balik yetistiriciliginde ve insan saglig1 {izerinde
onemli sorunlardir (Martinez, 2008; Chelossi vd., 2003).
Literatiirde yapilan ¢aligmalara baktigimizda {retimde
kullanilan sentetik kimyasallar yerine cevreye dost hangi
maddelerin kullanilabileceginin arastirildigint gérmekteyiz.
Ornegin  son on yildir bahk yetistiriciliginde de
antibiyotiklere ve sentetik kimyasallara alternatif olarak
probiyotikler, prebiyotikler, bitki ekstraktlari, organik asitler
vb., cevreye dost iriinlerin etkileri arastirma konusudur
(Suzer vd., 2008; Capkin & Altinok, 2009; Ekici vd., 2011;
Ang vd., 2013; Gormez & Diler, 2014; Metin vd., 2015;
Dikel, 2015; Koca & Cevikbas, 2015; Ulukdy vd., 2017,
Gilimiis vd., 2017; Diler vd., 2017; Acar, 2018; Biiyiikdeveci
vd., 2018; Celik vd., 2018; Yilmaz & Ergiin, 2018; Yilmaz
vd., 2018a; 2018b; Kesbi¢, 2019; Yilmaz, 2019a; 2019b;
Yavuzcan Yildiz vd., 2019; Yilmaz vd., baskida).

Probiyotikler, konagm intestinal mikroflorasmin
gelisimini tesvik eden, tiikketilmeleri sonucunda sindirim
sistemine yararli etkileri ile konagin sagliginda iyilesmeye ve
hizli biiyiimeye neden olan tek veya karigtk canli
mikroorganizma kiiltiirleri veya bunlarin  metabolitleri
olarak tanimlanmaktadir (Gomer Gill vd., 2000; Vine vd.,
2006). Uzun yillardir probiyotiklerin insan sagligi iizerindeki
etkilerinin arastirilmasi ve olumlu sonuglar elde edilmesinden
sonra, bu giinlerde gelinen durum; hayvan saghgir ve
hastaliklarin  tedavisine yonelik olarak probiyotiklerin
etkilerinin arastirilmasidir. Probiyotikler olarak adlandirilan
yararli bakterilerin insan sagligi, hayvan sagligi ve gevre
lizerinde bircok faydast bulunmaktadir. Ornegin sindirim
enzimlerinin aktivitesini arttirmak, bagisikligi aktive etmek,
patojenleri engellemek, biiyiime ve yasama oranini arttirmak,
su kalitesini iyilestirmek ve gollerin dibindeki organik
camurda biyolojik bozulmay1 ger¢eklestirmek gibi avantajlar
saglamaktadirlar (Balcazar vd., 2006; Nimrat vd., 2008;
Cerezuela vd., 2011; Utiswannakul vd., 2011; Nimrat vd.,
2012).

Bu ¢alismadaki ilkemizde yetistiriciligi
yapilan ¢iftlik baliklarinda ¢ok sik hastalia neden olan
Listonella anguillarum, Yersinia ruckeri, Aeromonas sp.,
Edwardsiella tarda, Citrobacter sp. ve Lactococcus garvieae
tirleri tlizerine probiyotik bakterilerin engelleyici etkisinin
olup olmadiginin arastirilmasidir. Calismada deneysel bir
ortamda (in-vitro olarak) iki farkl probiyotik tiirii (B. subtilis
ATCC 6633 ve L. plantarum BC 7321) kullanilarak balik
patojenlerinin iiremesi engellenmeye calisiimistir.

amag;
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MATERYAL ve METOT

Caligmada antimikrobiyal etkisi arastirilmis olan
probiyotik bakteriler Bacillus subtilis ATCC 6633 ve
Lactobacillus plantarum BC 7321 tiirleridir. Probiyotik
bakterilerden antimikrobiyal st fazin elde edilmesinde
literatiirde bildirilen metotlar modifiye edilerek kullanilmistir
(Touraki vd., 2012; Balcazar & Rojas-Luna, 2007; Kongnum
& Hongpattarakere, 2012). Bu amagla B. subtilis kiltiri
Tryptic Soy Broth (TSB) sitvi besi yerini iceren 500 mL
erlende 36 °C de 24 saat {iretilmigtir. L. plantarum kiltiirii ise
250 mL De Man, Rogosa, and Sharpe Broth (MRS) s1v1 besi
yerini igeren 500 mL erlende 30°C de 24 saat iiretilmistir.
Devaminda B. subtilis ve L. plantarum bakterilerini i¢eren
stvi1 besiyerleri steril falkon tiipleri icerisinde birkag kez 2142
x g de 10 dakika santrifiij (Niive NF 400) edilmis ve bakteri
kolonilerinin ¢okmesi saglanmistir. Cokme isleminden sonra
icerisinde probiyotik bakterilerin iiremesi sonucu meydana
gelen antimikrobiyal bilesenleri igeren iist fazlar dikkatlice
almarak once 0.45-um ve sonra 0.22 pum millipor filtreden
gegcirilerek steril hale getirilmistir. Probiyotik bakterilerin
iiretimiyle elde edilen bu iist fazlarin asidik 6zellik gosterdigi
bilinmektedir (Schoster vd., 2013). Bu nedenle ¢alismada iist
fazlarin patojen bakteriler lizerine antimikrobiyal etkileri, pH
ndtlirlemesi yapilarak arastirilmistir. pH nétiirlemesin de
literatiirde bildirildigi gibi 5N sodyum hidroksit (NaOH)
kullanilmis ve iist fazlarin pH s1 her iki probiyotik tiirii iginde
6.8 olarak ayarlanmistir (Kongnum & Hongpattarakere,
2012).

Balik patojenleri tizerine B. subtilis ve L. plantarum
probiyotik  bakterilerinden elde edilen
antimikrobiyal etkisini tespit etmek icin yaygm kullanimi
olan sivi kiiltiir inhibisyon testi uygulanmistir. Caligmada
kullanilmis olan balik patojenlerinin inkiibasyon ortamlar1 ve
stireleri Tablo 1’°de verilmistir (CLSI, 2005; Miller, 2003).

ust  fazin

Tablo 1. Caligmada kullanilmig olan balik patojenleri.

Patojen Bakteri Tiiri Balik Tir Besi Ortami1 Ureme Sicakligi
L. anguillarum, SY-L24 Dicentrarchus labrax MH,TS* 24
L. garvieae, SY-LG1 Oncorhynchus mykiss MH,TS 24
E. tarda, SY-EDI1 Oreochromis niloticus MH,TS 28
A. sobria, SY-AS1 Cyprinus carpio MH,TS 28
Citrobacter sp., SY-C10 Oreochromis niloticus MH,TS 28
Y. ruckeri, E42 Oncorhynchus mykiss MH,TS 22

L. anguillarum=Listonella anguillarum; L. garvieae=Lactococcus garvieae; E. tarda=Edwardsiella
tarda; A. sobria= Aeromonas sobria; Y. ruckeri= Yersinia ruckeri.
* Besi yeri tuz oran1 %1,5 olarak ayarlanmustir.

S1v1 kiiltiir inhibisyon testi i¢in literatiirde bildirilen
96 cukur plakada yapilan standart metotlar kullanilmistir
(Kongnum & Hongpattarakere, 2012; Nakayama vd., 2009;
Khouiti & Simon, 1997). Test i¢in balik patojenleri Tablo
1’de verilen uygun sicaklik ve sivi besiyerlerinde iiretilmis
(CLSI, 2005, Miller, 2003) yogunluklart 1 X 10® CFU/mL
olarak ayarlanmistir (Kongnum & Hongpattarakere, 2012).
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Devaminda her iki probiyotik bakterisinin iist fazlarindan
plakalara 40 pl konmus ve iizerine yogunlugu 1 X 10°
CFU/mL olarak ayarlanmig balik patojenlerini igeren sivi
besiyerlerinden 160 pl ilave edilmis ve 600 nm dalga
boyunda okumalar yapilmistir. Plakalar patojen bakterilerin
iremesi icin uygun sicaklikta inkiibe edilmistir. Okumalar
mikroplaka okuyucuda (Marka model eklenmeli) 36 saatte
siiresince yapilmigtir. Elde edilen okuma sonuglar ile
cizilecek grafiklerden probiyotik bakterilerin {ist fazinin balik
patojenleri iizerindeki engelleyici etkisi 6l¢iilmiistiir.

S1v1 kiiltiir inhibisyon testi i¢in denemeler 3 tekrarh
yiriitilmiistiir (n=3). Bu amagla her bir bakteri i¢in 96 gukur
plakada 3 adet ¢ukur kullamlmstir. B. subtilis ve L.
plantarum {ist fazlarmin etkilerinin  verileri arasindaki
iliskilerin degerlendirilmesi amaciyla Varyans analizleri ile
gruplar aras1 farklar SPSS 19 istatistik programi kullanilarak
yapilmistir.

BULGULAR

A. sobria iizerine probiyotik iist fazlarinin etkisine
baktigimizda her iki probiyotik tiiriiniinde A. sobria patojen

bakterisinin  iiremesini  engelleyici  etki  gdsterdigi

belirlenmistir (Sekil 1 ve 2).
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Sekil 1. Bacillus subtilis (BS)’in Aeromonas sobria bakterisinin

tiremesi {izerine etkisi.
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Sekil 2. Lactobacillus plantarum (LP)’in Aeromonas sobria
bakterisinin liremesi iizerine etkisi.

Citrobacter sp. patojeni tizerine B. subtilis st
fazinin herhangi bir etkisi yokken (Sekil 3), L. plantarum iist
fazinin sadece 10 ve 11. saatlerde Citrobacter sp. patojeninin
iremesini engelledigi bulunmustur (Sekil 4).

280

J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, Year:4, No:2, (278-284) 2019

1,20 4
1.00 aet
e
il

0,80 gt
T o o=
= et
£ g0+ e
4 e
< e

040 o

& —— Citrobac fer o,
N
0201 — & BS+Cirobacter sp.
0.00 T T T —T T — ™
1 2 39 4 & 6 f 8 8% WM WL W A M W GG
Zaman (Saat)

Sekil 3. Bacillus subtilis (BS)’in Citrobacter sp. bakterisinin
iiremesi lizerine etkisi.
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Sekil 4. Lactobacillus plantarum (LP)’in Citrobacter sp.

bakterisinin liremesi tizerine etkisi.

B. subtilis st fazinin 9. saatten itibaren E. tarda
bakterisinin {iremesini Onemli oranda engelledigi tespit
edilmigtir (Sekil 5). Ancak L. plantarum iist fazinin E. tarda

patojeni  iizerinde herhangi bir engelleyici etkisi
goriilmemistir (Sekil 6).
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Sekil 5. Bacillus subtilis (BS)’in Edwardsiella tarda bakterisinin
liremesi lizerine etkisi.
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Sekil 6. Lactobacillus plantarum (LP)’in
bakterisinin tiremesi lizerine etkisi.

T
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Edwardsiella tarda

B. subtilis tist fazinin 6-15. saatler arasinda L.
garvieae bakterisinin tiremesini 6nemli oranda engelledigi
tespit edilmistir (Sekil 7). L. plantarum iist fazinin ise L.
garvieae bakterisinin tiremesini 9. saatten itibaren engelledigi

belirlenmistir (Sekil 8).
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Sekil 7. Bacillus subtilis (BS)’in Lactococcus garvieae bakterisinin

iremesi tizerine etkisi.
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Sekil 8. Lactobacillus plantarum (LP)’in Lactococcus garvieae
bakterisinin iiremesi tizerine etkisi.

L. anguillarum bakterisi {izerine B. subtilis iist
fazinin engelleyici etkisinin olmadigi bulunurken (Sekil 9),
L. plantarum iist fazinin 15. saatten itibaren L. anguillarum
bakterisinin iiremesini engelledigi goriilmiistiir (Sekil 10).
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Sekil 9. Bacillus subtilis (BS)’in Listonella anguillarum bakterisinin
tiremesi tizerine etkisi.
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Sekil 10. Lactobacillus plantarum (LP)’in Listonella anguillarum
bakterisinin iiremesi tizerine etkisi.

o B

—e— Listonella anguillarum
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B. subtilis tist fazinin Y. ruckeri bakterisi {izerine
engelleyici etkisi goriilmezken (Sekil 11), L. plantarum ist
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fazinin 27. saatten itibaren Y. ruckeri bakterisinin tiremesini
engelledigi gorilmiistiir (Sekil 12).
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Sekil 11. Bacillus subtilis (BS)' in Yersinia ruckeri
iiremesi lizerine etkisi.
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Sekil 12. Lactobacillus plantarum (LP)' in Yersinia ruckeri
bakterisinin liremesi tizerine etkisi.

TARTISMA ve SONUC

Calisma sonucunda B. subtilis {ist fazmnin A. sobria,
E. tarda ve L. garvieae bakterilerinin tiremesini engelledigi,
L. plantarum st fazinin ise A. sobria, L. garvieae, L.
anguillarum ve Y. ruckeri patojenleri lizerinde etkili oldugu
belirlenmigtir. Daha 6nce L. plantarum MRO3.12 iist fazinin
V. harveyi'nin tremesi iizerinde giiglii engelleyici etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Kongnum & Hongpattarakere,
2012). Farkli bir ¢alisgmada Vibrio (=Listonella) anguillarum
332A serotype O2 patojeni lizerine B. subtilis NCIMB 3610
ve L. plantarum CECT 220 iist fazlarinin engelleyici etki
gosterdigi ve B. subtilis'in daha etkili oldugu bildirilmistir
(Touraki vd., 2012). Ancak bu c¢aligmada B. subtilis'in ayn
patojen {iizerinde etkili olmamasi hem probiyotik hemde
patojen farkliligindan kaynaklandigi
disiincesindeyiz.

B. subtilis iis fazinin balik patojenleri tizerindeki

suslarmin

etkileriyle ilgili yapilan diger caligmalara baktigimizda B.
subtilis UTM 126 probiyotik  bakterisinin ~ Vibrio
alginolyticus, V. harveyi ve V. parahaemolyticus tizerinde
antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Balcazar &
Rojas-Luna 2007). Benzer bir ¢alismada B. subtilis BT23 iis
fazimin V. harveyi, V. anguillarum, V. vulnificus ve V.
damsela bakterileri iizerinde antigonistik etki gosterdigi
bildirilmigtir (Vaseeharan & Ramasamy, 2003). Ancak
caligmamizda B. subtilis iis fazinin L. anguillarum {izerinde
etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bunun nedeni sus farkliligindan
kaynaklaniyor olabilir. Bu hipotezi dogrular nitelikte olan
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farkli bir ¢aligmada B. subtilis BS iis fazinin dort farkli V.
harveyi (Thailand, Philippines, IFO 15634 ve LMG 4044)
susu iizerine antagonistik etkileri arastirilmis ve sadece V.
harveyi LMG 4044 susu tizerinde etkili oldugu bildirilmistir
(Nakayama vd., 2009). Ayn1 ¢alismada sivi kiiltiir inhibisyon
testinde B. subtilis BS s fazmmin IFO 15634 susunun
iiremesini etkilemedigi, ancak Thailand, Philippines ve LMG
4044 izolatlarinin iiremesini engelledigi bulunmustur. B.

subtilis E20 s fazmmm Vibrio parahemolyticus, V.
alginolyticus, V. wulnificus, Lactococcus garvieae,
Debaryomyces hansenii, Photobacteria damsela,

Streptococcus sp., ve Aeromonas hydrophila patojenleri
lizerine etkilerinin arastirildign farkli bir calismada disk
diflizyon testi sonucunda sadece A. hydrophila iizerinde
engelleyici etki tespit edilmistir (Tseng vd., 2009).
Calismamizda ise B.subtilis s fazmin L. garvieae
bakterilerinin tiremesini engelledigi bulunmustur.
Yapilan c¢aligmalara bakildiginda elde
sonuglar arasindaki farkliliklarin farkli suslarin kullanilmig
olmast yami swra engelleyici etkinin belirlenmesinde
kullanilan farkli testlerden de kaynaklandig1
diisiiniilmektedir. Calisma sonucunda B. subtilis {ist fazinin
A. sobria, E. tarda ve L. garvieae bakterilerinin, L.
plantarum st fazimin ise A. sobria, L. garvieae, L.
anguillarum ve Y. ruckeri bakterilerinin iiremesini
engelledigi  belirlenmistir. ileriki calismalarda Bacillus
subtilis ve Lactobacillus plantarum probiyotik bakterilerinin
balikk yemlerine

edilen

ilave edilerek besleme calismalarinin
yapilmasina ve bu caligmada test edilen patojenlere karsi
baliklarin diren¢ kazanimlarinin arastirilmasina
vardir.
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