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OZET: Bu ¢alismada probiyotik (Lactococcus lactis subsp. cremoris, LAB), prebiyotik (mannanoligosakkarit,
MOS) ve simbiyotik (Lactococcus lactis subsp. cremoris + MOS) ile beslemenin Japon baliklarinda, Carassius
auratus (ortalama agirhgr 4.32 gr + 0.68) A. hydrophila’ya karsi hastalik direnci tzerindeki -etkileri
arastirilmistir. Probiyotik (108 kob/g, LAB), prebiyotik (2 g/kg MOS), simbiyotik (108 kob/g LAB + 2 g/kg
MOS) ve kontrol grubunu (yem katkisi yapilmamis) igeren sekiz yem hazirlanmig ve baliklar 60 giin siiresince
beslenmistir. Besleme denemesi sonunda baliklar LDso dozunda (2,75x10* kob/ml) A.hydrophila ile enfekte
edilmistir. Deneysel enfeksiyon sonrasinda, oliimler 15 giin boyunca takip edilmis ve oliimler baz alinarak
baliklardaki nispi hayatta kalma degerleri hesaplanmistir. Caligmanin sonucunda, prebiyotik (MOS) ve
simbiyotik (Lactococcus lactis subsp. cremoris + MOS) ile beslenen baliklarda 6liim oranlarinda (% 25),
kontrol grubuna (% 50) kiyasla, énemli bir azalma goériilmistir (p<0.05). Prebiyotik ve simbiyotik ilaveli
yemlerle beslenen baliklarda RPS degeri % 50 olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte, sadece probiyotik
(Lactococcus lactis subsp. cremoris) ilave edilen yemlerle beslenen baliklarda A.hydrophila'ya kars1 koruma elde
edilmemistir. Sonug olarak, japon baliklarinda Aeromonas hydrophila enfeksiyonuna karsi hastalik direncini
arttirmak i¢in mannanoligosakkaritin kullanilabilecegini goriilmustiir.

Anahtar Kelimeler: Japon baligi, Probiyotik, Prebiyotik, Simbiyotik, Hastalik Direnci, Aeromonas hydrophila

EFFECT OF DIETARY PROBIOTIC (Lactococcus lactis subsp. cremoris), PREBIOTIC
(Mannanoligosaccharide) AND SYMBIOTIC ON DISEASE RESISTANCE AGAINST
Aeromonas hydrophila IN GOLD FISH (Carassius auratus, L.1758)

ABSTRACT: In this study, a feeding experiment was conducted to examine the effects of dietary
administration of probiotic (Lactococcus lactis subsp. cremoris, LAB), prebiotic (mannanoligosaccharide, MOS)
and symbiotic (Lactococcus lactis subsp. cremoris +MOS) on disease resistance against A. hydrophila of gold
fish, Carassius auratus (mean initial body weight 4,32 g + 0.68). Eight experimental diets were prepared to
contain probiotic (108 cfu g~' LAB), prebiotic (2 g kg™t MOS), symbiotic (108 cfu g~' LAB+ 2 g kg* MOS) and
control (untreated). The fish were fed with experimental diets for 60 days fed. After feding experiment, the fish
were challenged with Aeromonas hydrophila at LDso dose (2,75.10* cfu ml?). After the experimental infection,
mortality were recorded over 15 days and calculated relative percentage of survival (RPS) values calculated
based on mortalities. As a results of this study, mortalitiy rates (.25%) in fish fed with prebiotic
(mannanoligosaccharide, MOS) and symbiotic (Lactococcus lactis subsp. cremoris +MOS) were observed
significant decrease compared to the control fish (50%). RPS values were calculated as 50% in fish fed with
prebiotic and symbiotic. However, the fish fed with probiotic (Lactococcus lactis subsp. cremoris) supplemented
diets did not improve protection against A.hydrophila. As a result, it has been observed that
mannanoligosaccharide can be used to increase disease resistance against Aeromonas hydrophila infection in
goldfish.
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1.GIRIS

Akvaryum balig1 yetistiriciligi su triinleri yetistiriciligi acisindan 6énemli bir sektdr haline
gelmistir. Akvaryum sektoriinde tropikal tatli su baliklari, tropikal deniz ve aci su tiirleri ve
soguk su tiirlerinin (koi, japon vb.) yetistiriciligi yapilmaktadir (Hekimoglu, 2006).

Ulkemizde akvaryum balig1 yetistiriciligi hizli gelisen sektdrler arasinda yer almaktadir.
Ozellikle Akdeniz ve Ege bélgelerinin iklim yapis1 subtropikal iklim kusaklarina benzerlik
gosterdigi icin akvaryum baliklar1 yetistiriciligine ¢ok uygundur. Ulkemizde en ¢ok
yetistiriciligi yapilan tiir “Altin Balik” olarak da bilinen japon baligidir (Carassius auratus).
Bu tiir adaptasyon yetenegi ve dayanikliliginin fazla olmasi ile tercih edilmektedir (Kiligerkan
ve Cek, 2011).

Aeromonas tiirleri, tathh su akvaryum baliklarinda goriilen en yaygin bakteriyel hastalik
etkenidir (Lewbart 2001). Hareketli Aeromonas Septisemi (MAS), Aeromonas hydrophila, A.
sobria, A. veronii ve A. caviae'min neden oldugu enfeksiyonlarla iligkilidir. A. hydrophila,
MAS'!n baglica etkeni olarak kabul edilmektedir. Hareketli Aeromonas tiirleri firsatgi
patojenler olarak kabul edilir ve organik maddece zengin sularda bulunurlar. Bu nedenle
diisiik su kalitesi ve stres hastaligin olusumda ana etmendir (Oztiirk ve Altiok, 2014).

Su {riinleri yetistiriciliinde bakteriyel enfeksiyonlarin dnlenmesi amaciyla antibiyotikler
yaygin olarak kullanilmakla birlikte, bakterilerde direng gelisimi, balik dokusunda birikim,
bagisiklik sisteminin baskilanmasi ve yararli mikrobiyal floranin yok edilmesini de igeren
onemli problemlere neden olmaktadir (Smith vd., 2003; Defoirdt vd., 2007; Sapkota vd.,
2008; Villamil vd., 2014). Bu nedenlerden dolayi, son yillarda balik hastaliklarinin
kontroliinde, baliklarin bagisiklik sistemini gelistirmek igin Ozellikle alternatif iirlinlerin
kullanim1 6nem kazanmistir (Sivaram vd., 2004). Akuakiiltirde bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesi, infeksiydz hastaliklara karst balik sagliginin  korunmasi, biiyiime
performansi, yasama oranlarinin artirllmasi amaciyla probiyotik, prebiyotik ve simbiyotik
(probiyotikler + prebiyotikler) tirtinlerin kullanimi1 6nem kazanmistir (Sakai, 1999; Irianto ve
Austin, 2002; Gatesoupe, 2005; Kesarcodi-Watson vd., 2008; Wang vd., 2008; Merrifield vd.,
2010; Geraylou vd., 2013; Guzman-Villanueva vd., 2014).

Probiyotikler, intestinal mikrofloranin gelisimini tesvik eden, sindirim sistemindeki yararli
etkileri ile saghigi 1iyilestiren ve hizli biiylimeye neden olan tek veya karisik canhi
mikroorganizma kiiltiirleri veya bunlarin metabolitleridir (Gomez-Gill vd., 2000; Vine vd.,
2006). Prebiyotikler ise yararli gastrointestinal bakterilerin sayisini veya aktivitelerini arttiran
sindirilemeyen yem katki maddeleridir (Akhter vd., 2015). Yani prebiyotikler, bagirsaktaki
spesifik bakterilerin sayisimi arttirarak bagirsak mikroflorasinda degisiklige yol acar ve
boylece mikrofloranin kompozisyonunu degistirirler (Akhter vd., 2015). Simbiyotik {riinler
probiyotik ve prebiyotiklerin bir kombinasyonudur. Bu kombinasyon probiyotik
organizmanin ortamda besin kaynagi olmasindan dolay1 hayatta kalmasimi gelistirmektedir.
Bu nedenle, su iirlinleri yetistiriciliginde prebiyotiklerin, probiyotik bakterilerle birlikte
kullaniminin konakg¢inin sagligi ve gelisimi tizerinde daha fazla yararl etkilerinin olabilecegi
diistiniilmektedir (Akhter vd., 2015).

Bu c¢alismanin amaci, probiyotik (Lactococcus lactis subsp. cremoris) ve prebiyotik
(Mannanoligosakkarit, MOS)’in ayr1 ayri ve birlikte kullanimiin japon baliklarinda
(Carassius auratus) Aeromonas hydrophila’ya karsi hastalik direnci {izerindeki etkisinin
belirlenmesidir. Bu amagla baliklar probiyotik L. lactis subsp. cremoris, prebiyotik
mannanoligosakkarit (MOS), probiyotik+prebiyotik karisimi ile 60 giin siireyle beslenmis ve
bu siirenin sonunda A.hydrophila’ya kars1 hastalik direnci tespit edilmistir.
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2. MATERYAL METOT
2.1. Probiyotik Bakteri

Denemede kullanilan potansiyel probiyotik L. lactis subsp. cremoris susu Didinen vd. (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada gokkusagi alabaliklarinin bagirsak florasindan izole edilmis ve
Aeromonas hydrophila’ ya karsi inhibitor aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Probiyotik sus
baliklarin yemine 102 kob/g yem oraninda ilave edilmistir (Irianto ve Austin, 2002).

2.2. Prebiyotik

Denemede % 100 saf Mannanoligosakkarit (MOS) igeren ticari bir preparat olan Aqua-Myces
(VITOMIX Ltda. W. Bradenton Colombia) kullanilmistir. Mannanoligosakkarit japon
baliklarinin yemine 2 g/kg oraninda ilave edilmistir (Geng vd., 2011).

2.3. Simbiyotik Karisim

Simbiyotik karisim, probiyotik (L. lactis subsp. cremoris 108 kob/g yem) ve prebiyotigin (2
g/kg MOS) birlikte kullanimu ile elde edilmistir.

2.4. Aeromonas hydrophila Susu

Aragtirmada kullanilan A. hydrophila susu gokkusag: alabaligindan izole edilmistir. Bu sus,
Samsun Ondokuz May1s Universitesi Veterinerlik Fakiiltesinden temin edilmistir.

2.5. Deneme Yemlerinin Hazirlanmasi

Deneme siiresince baliklar ticari akvaryum baligi yemi (Ekol balik yemi, Pondstick TM) ile
canli agirliklarinin % 0.5” i oraninda beslenmislerdir. Ticari akvaryum yeminin; ham protein
% 18, yag orant % 1-2, seliiloz oran1 %1 ve sindirilebilir enerji oran1 2200 kcal’kg dir.
Deneme yemine probiyotik (L. lactis subsp. cremoris) 108 kob/g yem; prebiyotik (MOS)
baliklara 2g/kg yem oraninda ilave edilmistir. Simbiyotik karisim, 108 kob/g yem dozunda
probiyotik ve 2 g/kg dozunda prebiyotigin 1:1 oraninda karigtirtlmasi ile hazirlanmistir.
Deneme siiresince, yemlere probiyotik ve prebiyotik ilavesi bitkisel yag ile haftalik olarak
yapilmistir. Kontrol yemine ise sadece yag ilavesi yapilmistir. Yemler kapakli cam siselerde
+4°C’ de depolanmastir.

2.6. Balik, Deneme Yeri ve Kosullari

Deneme Ispartra Uygulamali Bilimler Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akvaryum
Unitesinde yiiriitiilmiistiir. Caliymada baslangic agirligi 4,32 g + 0.68 olan japon baliklart
kullanilmistir. Baliklar Antalya’da bulunan 6zel bir akvaryum balig1 isletmesinden temin
edilmistir. Arastirmaya baslamadan 6nce rastgele secilen 10 adet balik bakteriyel ve paraziter
acidan incelenmistir. Deneme 70x30x40 cm boyutlarinda 8 adet akvaryumda yapilmistir. Her
akvaryuma 20 adet balik konulmus ve deneme iki tekrarli olarak yiiriitilmistiir. Denemede
kullanilan suyun ortalama sicakligi 24 °C ve suda ¢6ziinmiis oksijen miktar1 3 mg/It olarak
Olclilmiistiir.

Adaptasyon siiresi boyunca (14 giin), baliklar doyuncaya kadar kontrol yemi ile giinde iki kez
beslenmiglerdir. Bu siire sonunda baliklar boy ve agirliklar esit olmak tizere tesadiifi olarak
deneme akvaryumlarma dagitilmistir. Deneme kapsaminda probiyotik (L. lactis subsp.
cremoris), prebiyotik (Mannanoligosakkarit), simbiyotik (probiyotik + prebiyotik) ve kontrol
grubu dahil olmak iizere toplam 4 deneme grubu olusturulmustur.

51



Mehmet Ali TATLI, Secil METIN, Yalvag Akademi Dergisi 6:1 (2021) 49-55

2.7. Deneysel Enfeksiyon (Epriivasyon) Uygulamasi
2.7.1. A.hydrophila susunun LDso dozunun tespiti

LDso degerini saptamak i¢in her grupta 10’ar adet japon baligi kullanilmistir. A.hydrophila
2.75x10°%, 2.75x 107 ve 2.75x 10° kob/ml konsantrasyonlarda baliklara i.p. yolla 0.1 ml enjekte
edilmistir. Bdylece her baliga 2.75x 10% 2.75x 10° ve 2.75x 10® kob dozunda bakteri
verilmistir. Kontrol grubuna 0,1 ml PBS enjeksiyonu yapilmistir. Oliimler 15 giin siireyle
takip edilerek, baliklarin % 50’ sini 6ldiiren LDsp dozu belirlenmistir.

2.7.2. A.hydrophila ile Deneysel Enfeksiyonun Olusturulmast

60 giinliik besleme siiresinin sonunda japon baliklarina A.hydrophila‘’nin LDsg dozu i.p.
olarak 0.1 ml dozunda verilmistir. Deneysel enfeksiyon uygulamasindan sonra klinik belirti
gosteren baliklardan, Triptik Soy Agar’a ekimler yapilarak hastalik etkeninin reizolasyonu
yapilmistir. Baliklar 15 giin siireyle takip edilerek 6liim oranlar1 tespit edilmistir.

Nispi hayatta kalma oran1 (RPS) asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

RPS = [1-Probiyotik ve prebiyotik ilaveli yemle beslenen baliklardaki mortalite (%)/Kontrol
grubundaki mortalite (%)]] x 100

2.8. Istatistiksel Hesaplamalar

Gruplar arasindaki ayrim varyans analizi ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmis
ve Oonem diizeyi P=0,05 olarak secilmistir.

3. BULGULAR
3.1. Deneysel Enfeksiyon
3.1.1. A. hydrophila’nin Japon Baliklarindaki LDso Dozunun Tespiti

Japon baliklarinda A. hydrophila susunun LDsg dozunun belirlenmesi amaciyla 3 farkli doz
(2,75x108, 2,75x10° ve 2,75x10* kob/balik) kullanilmistir. Elde edilen balik oliimleri
degerlendirildiginde A. hydrophilanin japon baliklarindaki LDso degeri ise 2,75x10* kob/ml
olarak belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. LDsp oraninin tespitinde epriivasyon sonuglari

Balik Sayist Olen Balik % Oliim Kob/bahk LDso*
Sayisi Oram
10 10 100 2.75x10°
10 7 70 2.75x10° 2.75x10* kob/ml
10 5 50 2.75x10*

* LDso : Bir balik populasyonunun %50’sini 6ldiirebilen doz.
3.1.2. A.hydrophila ile Yapilan Deneysel Enfeksiyona Ait Bulgular

Deneysel enfeksiyon uygulamasi sonucunda, prebiyotik ve simbiyotik ile beslenen japon
baliklarinda o6liim oranlarinin  kontrol grubuna goére Onemli derecede diisiik oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Oyle ki, prebiyotik (MOS) ve simbiyotik (Lactococcus lactis subsp.
cremoris + MOS) igeren yemlerle beslenen gruplarda RPS degeri %50 olarak hesaplanmustir.
Bununla birlikte simbiyotik {iiriin ile beslemede elde edilen korumanin prebiyotikten
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kaynaklandig1 sonucuna varilmistir. Ciinkii tek bagina probiyotik kullanilan grupta RPS degeri

oldukga diisiik bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. A. hydrophila enfekte edilmis japon baliklarinda mortalite oranlar1 ve RPS

degerleri
Gruplar Balik | Olen Bahk Oliim RPS
Sayisi Sayisi orani (%)
Probiyotik (L. lactis subsp. cremoris) 20 8 40P 20+ 2,82
Prebiyotik (MOS) 20 5 25° 50
Simbiyotik (L. lactis subsp. cremoris + 20 5 252 50+1,41
MOS)
Kontrol 20 10 50°

*: Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki bakimindan 6nemlidir (p<0,05)

4. TARTISMA VE SONUC

Su irilinleri yetistiriciliginde bakteriyel balik hastaliklar1 siklikla ortaya ¢ikmakta ve biiylik
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplarin 6nlenmesinde baliklarin bagisiklik
sistemini gelistirmek ve hastaliklarinin kontrolii amaciyla alternatif drtinlerin kullanimi
oldukga popiiler bir yaklasimdir. Son yillarda probiyotik, prebiyotik ve simbiyotik iiriinlerin
su driinleri yetistiriciliginde kullanimi her gegen giin yayginlagmaktadir (Irianto ve Austin,
2002; Wang vd., 2008; Merrifield vd., 2010; Geraylou vd., 2013; Guzman-Villanueva vd.,
2014). Bu iriinlerin kullanimi ile baliklarda daha iyi biiyiime, dogal bagisiklikta artis ve
cesitli bakteriyel patojenlere karst koruma saglanmaktadir.

Nil tilapialarinda (Oreochromis niloticus) ticari probiyotik (Bifidobacterium sp, Lactobacillus
acidophilus ve Enterococcus faecium) ile prebiyotik MOS’un A. hydrophila enfeksiyonlarina
karst etkisinin degerlendirildigi ¢alisma,da, en yiiksek korumanin (% 40 RPS) ticari
probiyotik+MOS’un kullanildigi grupta saglandigi bildirilmistir (Cavalcante vd., 2020).
Sazan baliklar1 (C. carpio)’nda B-glucan, MOS ve Lactobacillus casei’nin simbiyotik
etkisinin belirlendigi ¢alismada, A. hydrophila enfeksiyonuna karsi en iyi yasama orani (%
82, 22) % 1 p-glucan ve MOS + L. casei (5 x 10°cfu kg™?) ile beslenen grupta elde edilmistir
(Mohammadin vd., 2019). Megalobrama terminalis baliklarinda fruktooligosakkarit (FOS) ve
Bacillus licheniformis'in tek basina ve kombine kullaniminin Aeromonas hydrophila’ya karsi
hastalik direnci iizerindeki etkilerini aragtirdiklar1 ¢alismada en yiiksek hayatta kalma oram
%0,3 FOS + 1 x 107 cfu g* Bacillus licheniformis ile beslenen grupta oldugunu bildirmistir
(Zhang vd., 2013). Koi baliklarinda Bacillus coagulans ve kitosan oligosakkaritin tek bagina
ve birlikte kullaniminin A. veronii enfeksiyonlarina karsi korunmada etkili oldugu
bildirilmistir. (Lin vd., 2012). Bizim ¢alismamizda, prebiyotik mannanoligosakkarit (MOS)’in
japon baliklarinda Aeromonas hydrophila’ya karsi hastalik direnci {izerine olumlu etkisinin
oldugu tespit edilmistir. Bu grupta RPS degeri %50 olarak belirlenmistir. Probiyotik (L. lactis
subsp. cremoris) ile beslenen grupta ise Aeromonas enfeksiyonlarina karsi koruma
saglanmadig1 goriilmiistiir. ,

Gokkusag1 alabaliklarinda Enterococcus faecalis ve MOS’un tek basmna ve birlikte
kullanimmin Aeromonas salmonicida enfeksiyonlarini 6nemli derecede azalttigi tespit
edilmistir (Rodriguez-Estrada vd., 2013). Widanarni ve Tanbiyaskur, (2015) tilapialarda
probiyotik (Bacillus NP5, %1), prebiyotik (oligosaccharide, %2) ve simbiyotik (%1 Bacillus
NP5 + %2 oligosaccharide) ile beslemenin Streptococcus algalactiae’nin neden oldugu
enfeksiyonlar1 dnlemede etkili oldugu ve en yiiksek korumanin simbiyotik (%85,19 RPS) ile
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beslenen grupta elde edildigini bildirmistir. Gokkusagi alabaligi yavrularinda probiyotik
Pediococcus acidilactici, prebiyotik galaktooligosakkarit (GOS)’in ayr1 ayr1 ve simbiyotik (P.
acidilactici + GOS) olarak kullaniminin Streprococcus iniae ‘ye karsi hastalik direnci
sagladig1 tespit edilmistir. S. iniae ‘ye karsi en yiiksek koruma orani simbiyotik ile beslenen
balik grubunda oldugu gériilmiistiir. (Hoseinifar vd., 2015).

Sonug olarak, japon baliklarinda prebiyotik mannanoligosakkarit (MOS)’in kullaniminin A.
hydrophila enfeksiyonuna karsi koruma sagladig1 goriilmistiir. Bununla birlikte gokkusagi
alabaliklarin bagirsaklarindan izole edilen Lactococcus lactis subsp. cremoris probiyotik
susu ile beslemenin japon baliklarinda etkisiz oldugu saptanmustir. Gelecekte yapilacak
calismalarda, japon baliklarinin bagirsaklarindan izole edilen potansiyel probiyotik laktik asit
bakterilerinin in vitro sartlarda A. hydrophila’ya karsi etkileri ve farkli prebiyotiklerle uyumu
test edilebilir. Boylece, secilen probiyotik bakteri ve prebiyotigin birlikte simbiyotik
kullaniminin japon baliklarinda A. hydrophila’ya karsi hastalik direnci tizerine etkilileri
arastirilabilir.
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