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Öz: Bu çalışmada iki potansiyel probiyotik bakteri Bacillus subtilis ve Lactobacillus plantarum’un bazı balık patojenlerine karşı sıvı 
kültür inhibisyon testi ile in-vitro olarak antagonistik etkisi araştırılmış ve su ürünleri yetiştiriciliğinde kullanılabilirlikleri değerlendirilmiştir. 
Sıvı kültür inhibisyon testi iki probiyotik türünün üst fazının 36 saatlik kültür sonucunda bazı balık patojenlerinin çoğalmasını inhibe 
edebildiğini göstermiştir. Test sonuçları B. Subtilis’in A. sobria, E. tarda ve L. garvieae’nin inhibisyonunda etkili olduğu; L. plantarum 
probiyotiğinin ise A. sobria, L. garvieae, L. anguillarum ve Y. ruckeri’nin büyümesini engellediği tespit edilmiştir.  

 
Anahtar sözcükler: Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum, probiyotik, balık 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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GİRİŞ 
 

Günümüzde birçok alanda yaygın kullanımı olan 
sentetik kimyasallar veya antibiyotiklerin suya, insan ve 
hayvan sağlığına olan olumsuz etkileri önemli bir sorundur. 
Akvakültürde kullanılan sentetik kimyasallar veya 
antibiyotikler sucul ekosistemi olumsuz etkilemekte ve 
bakteriyel topluluklarda yapısal değişimlere neden 
olmaktadır (Martinez, 2008). Ayrıca antibiyotiklere karşı 
dayanıklı patojenlerin yani bakteriyel direncin oluşması 
günümüzde balık yetiştiriciliğinde ve insan sağlığı üzerinde 
önemli sorunlardır (Martinez, 2008; Chelossi vd., 2003).  
Literatürde yapılan çalışmalara baktığımızda üretimde 
kullanılan sentetik kimyasallar yerine çevreye dost hangi 
maddelerin kullanılabileceğinin araştırıldığını görmekteyiz. 
Örneğin son on yıldır balık yetiştiriciliğinde de 
antibiyotiklere ve sentetik kimyasallara alternatif olarak 
probiyotikler, prebiyotikler, bitki ekstraktları, organik asitler 
vb., çevreye dost ürünlerin etkileri araştırma konusudur 
(Suzer vd., 2008; Capkin & Altınok, 2009; Ekici vd., 2011; 
Arığ vd., 2013; Gormez & Diler, 2014; Metin vd., 2015; 
Dikel, 2015; Koca & Cevikbas, 2015; Uluköy vd., 2017; 
Gümüş vd., 2017; Diler vd., 2017; Acar, 2018; Büyükdeveci 
vd., 2018; Çelik  vd., 2018; Yılmaz & Ergün, 2018; Yılmaz 
vd., 2018a; 2018b; Kesbiç, 2019; Yılmaz, 2019a; 2019b; 
Yavuzcan Yildiz vd., 2019; Yılmaz vd., baskıda).  

Probiyotikler, konağın intestinal mikroflorasının 
gelişimini teşvik eden, tüketilmeleri sonucunda sindirim 
sistemine yararlı etkileri ile konağın sağlığında iyileşmeye ve 
hızlı büyümeye neden olan tek veya karışık canlı 
mikroorganizma kültürleri veya  bunların  metabolitleri 
olarak tanımlanmaktadır (Gomer Gill vd., 2000; Vine vd., 
2006). Uzun yıllardır probiyotiklerin insan sağlığı üzerindeki 
etkilerinin araştırılması ve olumlu sonuçlar elde edilmesinden 
sonra, bu günlerde gelinen durum; hayvan sağlığı ve 
hastalıkların tedavisine yönelik olarak probiyotiklerin 
etkilerinin araştırılmasıdır. Probiyotikler olarak adlandırılan 
yararlı bakterilerin insan sağlığı, hayvan sağlığı ve çevre 
üzerinde birçok faydası bulunmaktadır. Örneğin sindirim 
enzimlerinin aktivitesini arttırmak, bağışıklığı aktive etmek, 
patojenleri engellemek, büyüme ve yaşama oranını arttırmak, 
su kalitesini iyileştirmek ve göllerin dibindeki organik 
çamurda biyolojik bozulmayı gerçekleştirmek gibi avantajlar 
sağlamaktadırlar (Balcázar vd., 2006; Nimrat vd., 2008; 
Cerezuela vd., 2011; Utiswannakul vd., 2011; Nimrat vd., 
2012).  

Bu çalışmadaki amaç; ülkemizde yetiştiriciliği 
yapılan çiftlik balıklarında çok sık hastalığa neden olan 
Listonella anguillarum, Yersinia ruckeri, Aeromonas sp., 
Edwardsiella tarda, Citrobacter sp. ve Lactococcus garvieae 
türleri üzerine probiyotik bakterilerin engelleyici etkisinin 
olup olmadığının araştırılmasıdır. Çalışmada deneysel bir 
ortamda (in-vitro olarak) iki farklı probiyotik türü (B. subtilis 
ATCC 6633 ve L. plantarum BC 7321) kullanılarak balık 
patojenlerinin üremesi engellenmeye çalışılmıştır. 

MATERYAL ve METOT 
 
Çalışmada antimikrobiyal etkisi araştırılmış olan 

probiyotik bakteriler Bacillus subtilis ATCC 6633 ve 
Lactobacillus plantarum BC 7321 türleridir. Probiyotik 
bakterilerden antimikrobiyal üst fazın elde edilmesinde 
literatürde bildirilen metotlar modifiye edilerek kullanılmıştır 
(Touraki vd., 2012; Balcázar & Rojas-Luna, 2007; Kongnum 
& Hongpattarakere, 2012). Bu amaçla B. subtilis kültürü 
Tryptic Soy Broth (TSB) sıvı besi yerini içeren 500 mL 
erlende 36 °C de 24 saat üretilmiştir. L. plantarum kültürü ise 
250 mL De Man, Rogosa, and Sharpe Broth (MRS) sıvı besi 
yerini içeren 500 mL erlende 30°C de 24 saat üretilmiştir. 
Devamında B. subtilis ve L. plantarum bakterilerini içeren 
sıvı besiyerleri steril falkon tüpleri içerisinde birkaç kez 2142 
x g de 10 dakika santrifüj (Nüve NF 400) edilmiş ve bakteri 
kolonilerinin çökmesi sağlanmıştır. Çökme işleminden sonra 
içerisinde probiyotik bakterilerin üremesi sonucu meydana 
gelen antimikrobiyal bileşenleri içeren üst fazlar dikkatlice 
alınarak önce 0.45-µm ve sonra 0.22 µm millipor filtreden 
geçirilerek steril hale getirilmiştir. Probiyotik bakterilerin 
üretimiyle elde edilen bu üst fazların asidik özellik gösterdiği 
bilinmektedir (Schoster vd., 2013). Bu nedenle çalışmada üst 
fazların patojen bakteriler üzerine antimikrobiyal etkileri, pH 
nötürlemesi yapılarak araştırılmıştır. pH nötürlemesin de 
literatürde bildirildiği gibi 5N sodyum hidroksit (NaOH) 
kullanılmış ve üst fazların pH sı her iki probiyotik türü içinde 
6.8 olarak ayarlanmıştır (Kongnum & Hongpattarakere, 
2012).  

Balık patojenleri üzerine B. subtilis ve L. plantarum 
probiyotik bakterilerinden elde edilen üst fazın 
antimikrobiyal etkisini tespit etmek için yaygın kullanımı 
olan sıvı kültür inhibisyon testi uygulanmıştır. Çalışmada 
kullanılmış olan balık patojenlerinin inkübasyon ortamları ve 
süreleri Tablo 1’de verilmiştir (CLSI, 2005; Miller, 2003). 

 
Tablo 1. Çalışmada kullanılmış olan balık patojenleri. 

Patojen Bakteri Türü Balık Türü Besi Ortamı Üreme Sıcaklığı 

L. anguillarum, SY-L24 Dicentrarchus labrax MH,TS* 24 

L. garvieae, SY-LG1 Oncorhynchus mykiss MH,TS 24 

E. tarda, SY-ED1 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 oranı %1,5 olarak ayarlanmıştır. 

 
 

Sıvı kültür inhibisyon testi için literatürde bildirilen 
96 çukur plakada yapılan standart metotlar kullanılmıştır 
(Kongnum & Hongpattarakere, 2012; Nakayama vd., 2009; 
Khouiti & Simon, 1997). Test için balık patojenleri Tablo 
1’de verilen uygun sıcaklık ve sıvı besiyerlerinde üretilmiş 
(CLSI, 2005, Miller, 2003) yoğunlukları 1 X 106 CFU/mL 
olarak ayarlanmıştır (Kongnum & Hongpattarakere, 2012). 
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Devamında her iki probiyotik bakterisinin üst fazlarından 
plakalara 40 µl konmuş ve üzerine yoğunluğu 1 X 106 
CFU/mL olarak ayarlanmış balık patojenlerini içeren sıvı 
besiyerlerinden 160 µl ilave edilmiş ve 600 nm dalga 
boyunda okumalar yapılmıştır. Plakalar patojen bakterilerin 
üremesi için uygun sıcaklıkta inkübe edilmiştir. Okumalar 
mikroplaka okuyucuda (Marka model eklenmeli)  36 saatte 
süresince yapılmıştır. Elde edilen okuma sonuçları ile 
çizilecek grafiklerden probiyotik bakterilerin üst fazının balık 
patojenleri üzerindeki engelleyici etkisi ölçülmüştür. 

Sıvı kültür inhibisyon testi için denemeler 3 tekrarlı 
yürütülmüştür (n=3). Bu amaçla her bir bakteri için 96 çukur 
plakada 3 adet çukur kullanılmıştır. B. subtilis ve L. 
plantarum üst fazlarının etkilerinin verileri arasındaki 
ilişkilerin değerlendirilmesi amacıyla Varyans analizleri ile 
gruplar arası farklar SPSS 19 istatistik programı kullanılarak 
yapılmıştır. 

 
BULGULAR 
 
A. sobria üzerine probiyotik üst fazlarının etkisine 

baktığımızda her iki probiyotik türününde A. sobria patojen 
bakterisinin üremesini engelleyici etki gösterdiği 
belirlenmiştir (Şekil 1 ve 2). 
 

 
Şekil 1. Bacillus subtilis (BS)’in Aeromonas sobria bakterisinin 
üremesi üzerine etkisi. 

 
 

 
Şekil 2. Lactobacillus plantarum (LP)’in Aeromonas sobria 
bakterisinin üremesi üzerine etkisi. 

 
 
Citrobacter sp. patojeni üzerine B. subtilis üst 

fazının herhangi bir etkisi yokken (Şekil 3), L. plantarum üst 
fazının sadece 10 ve 11. saatlerde Citrobacter sp. patojeninin 
üremesini engellediği bulunmuştur (Şekil 4).  

 
Şekil 3. Bacillus subtilis (BS)’in Citrobacter sp. bakterisinin 
üremesi üzerine etkisi. 

 

 
Şekil 4. Lactobacillus plantarum (LP)’in Citrobacter sp. 
bakterisinin üremesi üzerine etkisi. 

 
B. subtilis üst fazının 9. saatten itibaren E. tarda 

bakterisinin üremesini önemli oranda engellediği tespit 
edilmiştir (Şekil 5). Ancak L. plantarum üst fazının E. tarda  
patojeni üzerinde herhangi bir engelleyici etkisi 
görülmemiştir (Şekil 6). 

 

 
Şekil 5. Bacillus subtilis (BS)’in Edwardsiella tarda bakterisinin 
üremesi üzerine etkisi. 
 

 
Şekil 6. Lactobacillus plantarum (LP)’in Edwardsiella tarda 
bakterisinin üremesi üzerine etkisi. 

 
B. subtilis üst fazının 6-15. saatler arasında L. 

garvieae bakterisinin üremesini önemli oranda engellediği 
tespit edilmiştir (Şekil 7). L. plantarum üst fazının ise L. 
garvieae bakterisinin üremesini 9. saatten itibaren engellediği 
belirlenmiştir (Şekil 8). 
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Şekil 7. Bacillus subtilis (BS)’in Lactococcus garvieae bakterisinin 
üremesi üzerine etkisi. 
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Şekil 8. Lactobacillus plantarum (LP)’in Lactococcus garvieae 
bakterisinin üremesi üzerine etkisi. 
 

L. anguillarum bakterisi üzerine B. subtilis üst 
fazının engelleyici etkisinin olmadığı bulunurken (Şekil 9), 
L. plantarum üst fazının 15. saatten itibaren L. anguillarum 
bakterisinin üremesini engellediği görülmüştür (Şekil 10). 
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Şekil 9. Bacillus subtilis (BS)’in Listonella anguillarum bakterisinin 
üremesi üzerine etkisi. 
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Şekil 10. Lactobacillus plantarum (LP)’in Listonella anguillarum 
bakterisinin üremesi üzerine etkisi. 
 

B. subtilis üst fazının Y. ruckeri bakterisi üzerine 
engelleyici etkisi görülmezken (Şekil 11), L. plantarum üst 

fazının 27. saatten itibaren Y. ruckeri bakterisinin üremesini 
engellediği görülmüştür (Şekil 12). 
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Şekil 11. Bacillus subtilis (BS)' in Yersinia ruckeri  bakterisinin 
üremesi üzerine etkisi. 
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Şekil 12. Lactobacillus plantarum (LP)' in Yersinia ruckeri  
bakterisinin üremesi üzerine etkisi. 

 
TARTIŞMA ve SONUÇ 
 
Çalışma sonucunda B. subtilis üst fazının A. sobria, 

E. tarda ve L. garvieae bakterilerinin üremesini engellediği, 
L. plantarum üst fazının ise A. sobria, L. garvieae,  L. 
anguillarum ve Y. ruckeri patojenleri üzerinde etkili olduğu 
belirlenmiştir. Daha önce L. plantarum MRO3.12 üst fazının 
V. harveyi'nin üremesi üzerinde güçlü engelleyici etkiye 
sahip olduğu bildirilmiştir (Kongnum & Hongpattarakere, 
2012). Farklı bir çalışmada Vibrio (=Listonella) anguillarum 
332A serotype O2 patojeni üzerine B. subtilis NCIMB 3610 
ve L. plantarum CECT 220 üst fazlarının engelleyici etki 
gösterdiği ve B. subtilis'in daha etkili olduğu bildirilmiştir 
(Touraki vd., 2012). Ancak bu çalışmada B. subtilis'in aynı 
patojen üzerinde etkili olmaması hem probiyotik hemde 
patojen suşlarının farklılığından kaynaklandığı 
düşüncesindeyiz. 

B. subtilis üs fazının balık patojenleri üzerindeki 
etkileriyle ilgili yapılan diğer çalışmalara baktığımızda B. 
subtilis UTM 126 probiyotik bakterisinin Vibrio 
alginolyticus, V. harveyi ve V. parahaemolyticus üzerinde 
antimikrobiyal etki gösterdiği bildirilmiştir (Balcazar & 
Rojas-Luna 2007). Benzer bir çalışmada B. subtilis BT23 üs 
fazının V. harveyi, V. anguillarum, V. vulnificus ve V. 
damsela bakterileri üzerinde antigonistik etki gösterdiği 
bildirilmiştir (Vaseeharan & Ramasamy, 2003). Ancak 
çalışmamızda B. subtilis üs fazının L. anguillarum üzerinde 
etkili olmadığı görülmüştür. Bunun nedeni suş farklılığından 
kaynaklanıyor olabilir. Bu hipotezi doğrular nitelikte olan 
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farklı bir çalışmada B. subtilis BS üs fazının dört farklı V. 
harveyi (Thailand, Philippines, IFO 15634 ve LMG 4044) 
suşu üzerine antagonistik etkileri araştırılmış ve sadece V. 
harveyi LMG 4044 suşu üzerinde etkili olduğu bildirilmiştir 
(Nakayama vd., 2009). Aynı çalışmada sıvı kültür inhibisyon 
testinde B. subtilis BS üs fazının IFO 15634 suşunun 
üremesini etkilemediği, ancak Thailand, Philippines ve LMG 
4044 izolatlarının üremesini engellediği bulunmuştur. B. 
subtilis E20 üs fazının Vibrio parahemolyticus, V. 
alginolyticus, V. vulnificus, Lactococcus garvieae, 
Debaryomyces hansenii, Photobacteria damsela, 
Streptococcus sp., ve Aeromonas hydrophila patojenleri 
üzerine etkilerinin araştırıldığı farklı bir çalışmada disk 
difüzyon testi sonucunda sadece A. hydrophila üzerinde 
engelleyici etki tespit edilmiştir (Tseng vd., 2009). 
Çalışmamızda ise B.subtilis üs fazının L. garvieae 
bakterilerinin üremesini engellediği bulunmuştur.  

Yapılan çalışmalara bakıldığında elde edilen 
sonuçlar arasındaki farklılıkların farklı suşların kullanılmış 
olması yanı sıra engelleyici etkinin belirlenmesinde 
kullanılan farklı testlerden de kaynaklandığı 
düşünülmektedir. Çalışma sonucunda B. subtilis üst fazının 
A. sobria, E. tarda ve L. garvieae bakterilerinin, L. 
plantarum üst fazının ise A. sobria, L. garvieae, L. 
anguillarum ve Y. ruckeri bakterilerinin üremesini 
engellediği belirlenmiştir. İleriki çalışmalarda Bacillus 
subtilis ve Lactobacillus plantarum probiyotik bakterilerinin 
balık yemlerine ilave edilerek besleme çalışmalarının 
yapılmasına ve bu çalışmada test edilen patojenlere karşı 
balıkların direnç kazanımlarının araştırılmasına ihtiyaç 
vardır. 
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