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OZET

Tavuklarda sagligin ve verimin iyilestirilmesinde bagirsak sisteminde bulunan mikrobiyota
dengesi ¢cok onemlidir. Bu nedenle ¢alismada serbest gezen kdy tavuklarinin bagirsagindan
izole edilmis Lactobacillus salivarius suslarindan elde edilen ekzopolisakkaritlerin (EPS)
ve kiiltiir filtratlarmin in vitro denemeler sonucunda tavuklarda prebiyotik yem katki
maddesi olarak kullaniminin etkileri aragtirilmasi amaglanmistir. Calismada yliksek EPS
tireticisi olarak se¢ilen L. salivarius suslarmin EPS iiretiminde etkili olabilecek farkli azot
kaynaklar1 ve siikroz kullanilan besi ortamlari denenmistir. Suslarin EPS iiretim
kapasiteleri fenol-siilfirik asit metoduna gore belirlenmistir. L. salivarius BiS312 ve
BiS722 suslarindan, saflastirilarak elde edilen liyofilize EPS’ler ve kiiltiir filtratlarinin
farkli konsantrasyonlarinin (%2,5, %5, %10) laktobasil gelisim diizenleyici (LGD) etkisi
belirlenmistir. Tavuklarda antikoksidiyal olarak kullanilan salinomycinin tavuk
bagirsaginda bulunan ve bagirsak dengesinde rolii olan laktobasiller ilizerindeki etkisi
ortaya konulmustur. L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarinin kiiltiir filtratlart ve
liyofilize EPS’lerinin laktobasilleri koruyucu etkisi yayma Kkiiltiirel sayim yontemi ile
belirlenmis ve ayrica adezyon iizerindeki etkisi de in vitro olarak HT-29 hiicre hattinda
aragtirilmustir. L. salivarius BIS722 susu, glukoz yerine siikroz eklenmis ve tripton ile
zenginlestirilmis besiyerinde en yiiksek EPS {iretimini gostermistir (801 mg/mL). EPS ve
filtrat uygulamalart LGD aktivitesi gostermis, en yiiksek aktivite Filtratpis722’li kiiltiir
ortaminda L. reuteri BIS612 susunun gelisiminde belirlenmistir (8,8 log kob/mL). LGD
aktivitesindeki bu artigin ticari prebiyotik iniilin uygulamasimnin ¢ok iistiinde (7,4 log
kob/mL) oldugu dikkat ¢cekmistir. Antikoksidiyal salinomycinin tavuk bagirsagi kaynakli
laktobasilleri inhibe ettigi ve L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarmin filtrat ve
EPS’lerinin bu inhibasyona karst koruyuculuk gosterdigi belirlenmistir. L. salivarius
BiS722 susunun HT-29 hiicresine kuvvetli adezyon gosterdigi (%90) filtrat ile
uygulandiginda bu adezyonun arttifi (%95) tespit edilmistir. Sonuglara gore L.
salivarius 'un kiltir filtratlar1 ve EPS’lerinin tavuklarda prebiyotik yem katki maddesi
olarak kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.

Bilim Kodu : 20309

Anahtar Kelimeler : Tavuk, Yem, Lactobacillus salivarius, Ekzopolisakkarit,
Laktobasil gelisimi diizenleyici aktivite, Salinomycin, Adezyon
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ABSTRACT

Equilibrium of intestinal microbiota is of utmost importance to improve health and
efficiency of chicken. Therefore, it was aimed to investigate the in vitro effects of the use
of exopolysaccharides (EPS) and culture filtrates obtained from Lactobacillus salivarius
strains isolated from free-range village chickens intestine as feed additives for chickens.
This study used nutrient media using different nitrogen sources and sucrose that may affect
EPS production of L. salivarius selected as high-yield EPS producer. EPS production
capacities of the strains were determined according to the phenol-sulphuric acid method.
We determined the growth effect (LGS) of different concentrations (2.5%, 5%, 10%) of
lyophilized EPSs and culture filtrates isolated from L. salivarius BIS312 and BIS722
strains on Lactobacillus stimulation. We revealed the effects of salinomycin, used as
anticoccidial in chicken, on lactobacilli which are found in chicken intestines and have a
role on intestinal equilibrium. The protective action of culture filtrates and lyophilized
EPSs of L. salivarius BIS312 and BIS722 strains was determined using the smear cultural
counting method, and its effect on adhesion was also studied in vitro on HT-29 cell line. L.
salivarius BIS722 strain yielded its highest EPS production (801 mg/mL) in a nutrient
medium added with sucrose instead of glucose and enriched with tripton. EPS and filtrate
applications showed LGS activity, the highest of which (8.8 log kob/mL) was determined
in the development of L. reuteri BIS612 strain in a culture medium with Filtrategis722. It is
noteworthy that this increase in LGS activity was much higher (7.4 log kob/mL) than that
occurring with commercial prebiotic inulin application. It was demonstrated that
anticoccidial salinomycin inhibited lactobacilli of chicken of intestine origin; the filtrates
and EPSs of L. salivarius BIS312 and BIS722 strains showed protective activity against
this inhibition. It was also noted that L. salivarius BIS722 strain showed strong adhesion
(90%) to HT-29 cell, which was further increased (95%) when used with the filtrate. These
results suggest that the culture filtrates and EPSs of L. salivarius could be used as prebiotic
forage additives for chicken.
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1. GIRIS

Gilinlimiizdeki modern tavukguluk isletmelerinin bir¢ogu kanatlilar i¢in smirli ve dar
alanlardan olusmaktadir. Tavuklar, ¢evre kosullarina karsi olduk¢a duyarli olduklarindan
dolay1 bu tiir ortamlarda en kiiglik bir verim artis1 dahi siiriiler s6z konusu oldugunda
isletmeler ic¢in bliyiik ekonomik yararlar saglayabilir. Bu nedenle isletmelerde tavuklardan
yiiksek verim elde etmek i¢in, tavuklarin saglik sistemlerini korumanin yani sira tavuklarin
yemden yararlanma yeteneginin de iist diizeye ¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu yonde
gelistirilen en 6nemli uygulamalardan biri yem katki maddeleridir (Kili¢ ve Simsek, 2008;
Kocabagli ve Alp, 2015; Gao ve digerleri, 2017).

Kanatli sektoriinde kullanilan yem katki maddeleri ve karma yemin yapisi, bakteriyal
gelisimin potansiyel substratlari oldugu icin kanatli sindirim sistemi mikrobiyotasinin en
gliclii belirleyicisidir. Sindirim sistemi mikrobiyotasinin, kanatlilarin gelisimi ve sagligi
iizerine Onemli bir etkiye sahip oldugu ve yem degisimleriyle bu mikrobiyotanin
degistirilebilecegi kabul edilmektedir (Knarreborg, Simon, Engberg, Jensen ve Tannock,
2002; Rinttilda ve Apajalahti, 2013). Tavuk bagirsak sistemi ¢ok cesitli mikrobiyotaya
sahiptir. Bu mikrobiyotada gidalarin parcalanmasina ve sindirilmesine yardimci olan
900'den fazla bakteri tiirii bulunmaktadir (Apajalahti, Kettunen ve Graham 2004; Wei,
Morrison ve Yu 2013). Tavuklarda biiyiime ve sagligin iyilestirilmesinde bagirsak
sisteminde bulunan mikrobiyal popiilasyon dengesinin 6nemi c¢ok biiyiiktiir. Tavuk
bagirsak mikrobiyotasinda bulunan patojen ve yararli bakteriler potansiyel olarak konagin
hem beslenmesini hem de sagligin1 6nemli Slgiide etkiler. Patojen bakteriler, konakgi
sagliginin {izerinde toksik ve kanserojen maddeler tiretmek, immiin sistemi bozmak gibi
zararli etkilere neden olurlar. Yararli bakterilerin ise, rekabet¢i dislama ile patojen
mikroorganizmalarin inhibisyonunu saglamak, gidalarin sindirebilirligini artirmak, immun
sistemi  giiclendirmek, antitimor ve antikansorejen etkiler gostermek gibi konakei
sagligiin tizerinde bir¢ok yararli etkileri vardir (Rastall ve digerleri, 2005; Poorghasemi,

Chamani, Mirhosseini, Sadeghi ve Seidavi, 2018).

Biyoteknoloji alanindaki hayvan beslenmesi gelismelerine paralel olarak, yemden
yararlanmay1 ve buna bagl olarakta verimi artirmak amaciyla kanath karma yemlerinde
cesitli yem katki maddeleri kullanilmaktadir. Uzun zamandan beri kanatli sektoriinde

antibiyotikler, hayvani infeksiy6z hastaliklara kars1 korumak, biiylimeyi tesvik ve yemden



yararlanmay1 arttirmak amaciyla yem katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Karademir ve
Karademir 2003; Hashemi ve Davoodi, 2010). Kanatli karma yemlerinde kullanilan
antibiyotiklerin, kanathilarin sindirim sistemindeki patojen bakterilerin yani sira yararh
bakterileri de oldiirdiigii, uzun siire kullanilmalar1 durumunda bir¢ok antibiyotige karsi
direngli bakteri suslarinin olusmasina yol agtigi, bu direncin bir bakteriden digerine
tasinmasina ve buna bagl olarak hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilan antibiyotiklere
kars1 c¢apraz direng olusmasina neden oldugu ayrica hayvansal {irtinlerde kalinti
yapmasindan dolayr uzun vadede insan saghigini da tehdit edebilecegi gerekgeleri ile
birgok iilkede yem katki maddesi olarak kullanilmasi yasaklanmistir. Bu nedenlerden
dolay1 kanatli karma yemlerinde antibiyotik kullanimina getirilen kisitlamalar ve yasaklar
sonucunda, kanatlilarda saglikli bagirsak mikrobiyota gelisimine yonelik ¢alismalar biiyiik
Onem tagimaktadir. Son yillarda arastirmacilar, verim arttiric1 antibiyotiklere alternatif
kullanilabilecek koruyucu yem katki maddeleri gelistirilmesi ve kesfine yonelik
calismalara yogunlagsmistir. Bagirsak mikrobiyotasini  olumlu yonde etkilemelersi,
hayvanlarda yemden yararlanmayi arttirarak gelismeyi tesvik etmeleri ve hayvan sagligina
zararli olmamalar1 gibi ozellikleri ile probiyotikler ve prebiyotikler gibi biyoteknolojik
triinler, antibiyotiklere karsi alternatif yem katki maddeleri olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Darabighane ve Nahashon, 2014; Cagri ve Bing6l, 2015; Tiiziin ve
Ciftci, 2010; Thibodeau ve digerleri, 2015; Gao ve digerleri, 2017; Magnoli ve digerleri,
2017; Aureli ve digerleri, 2018).

Probiyotikler, konagin saglig lizerinde yararl etkilerinden dolay1 alternatif biyoteknolojik
triinlerdir. Bunlar, sindirim kanalinda mikrobiyota dengesini diizenlemek, vyerli
mikrobiyotanin 6zelliklerini 1iyilestirmek, patojenlerin ¢ogalmasini 6nlemek, yemden
yararlanmayi arttirmak ve gelisimi tesvik etmek amaciyla kanatlilarda yem katki maddesi
olarak kullanilan, yararli bakteri kiiltiirlerinden olusmaktadir (Alp ve Kahraman 1996).
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), giivenli kabul edilmelerinden dolay1r 100’{in
iizerinde mikroorganizmay1 probiyotik olarak degerlendirmis, yem ve gida katkis1 olarak
kullanimina izin vermistir (Kum ve Sekkin, 2012). Ticari yem katki maddesi olarak
kullanilan bu mikroorganizmalarin basinda Lactobacillus ve Bifidobacterium’lar
gelmektedir. Laktik asit bakterilerinin patojen mikroorganizmalari inhibe etmek, bagisiklik
sistemini  giiclendirmek, antitimor, antikansorejen, antifungal, antimikrobiyal ve
antioksidan etkiler gostermek gibi hayvan sagligini iyilestirici bir¢cok etkisi bulunmaktadir
(Angmo, Kumari ve Bhalla, 2016; Ustiindag ve Ozdogan 2017; Bulut Albayrak, 2017; Del



Carmen ve digerleri, 2017). Hayvanlarda verim ve performanstaki olumlu etkisi belirlenen
alternatif yem katki maddelerinden probiyotiklerin (bakteri,  mantar ve maya)
kullanilabilirligi tizerine bir¢ok sayida ¢alismalar yapilmustir. Etlik pili¢lerde probiyotik
kullanim1 {izerine yapilan c¢alismalarda yemlerde probiyotik kullaniminin yemden
yararlanmay1 arttirarak canli agirliginda artis sagladigi ve bagirsaklarda Lactobacillus
grubu bakterilerin sayisin1 artirirken koliform grubu bakteri sayisini azalmasma neden
olmak suretiyle bagirsak mikrobiyotasini iyilestirdigi bildirilmistir (Jin ve digerleri 1998;
Stanley, Hughes ve Moore, 2014; Wang ve digerleri, 2018).

Probiyotik mikroorganizmalarin hayvanlarda yem katki maddesi olarak kullanilmasinin
bahsedilen tiim yararli etkilerine ragmen karma yemlerde kullanilmasinda pek ¢ok
asamada dikkat edilmelidir. Probiyotikler, 6zellikle de Lactobacillus cinsine ait bakteriler
ortam kosullarina olduk¢a duyarli olmalarindan dolayr probiyotiklerin yeme katilmasi ve
saklanmasi esnasinda uzun siire canliliklarin1 koruyabilmelerinin saglanmasi zor bir
islemdir. Probiyotik mikroorganizmalarin canliliklarinin korunabilmesi i¢in saklama
kosullarina, yem isleme tekniklerine, karma yeme katilan diger yem katki maddeleri ile
etkilesimine, kullanilan tasiyicinin 6zelligine ve ortamin pH’sina dikkat edilmelidir. Ticari
probiyotik preparatlar1 toz, graniil, pelet, siv1 siispansiyon, kapsiil gibi degisik sekillerde
hazirlanmaktadir. Probiyotik katkilarin 22-25 °C’de ve kuru yerde saklanmalari
gerekmektedir. Saklama sicakligi 30°C’nin iizerine ¢iktiginda bakteriler canliliklarmi
kaybetmektedirler ve bu da hayvanin yemden yararlanmasini olumsuz yonde etkileyerek
ekonomik kayiplara neden olabilir. Ayrica yaygin olarak kullanilan buharla peletleme ve
ekstriizyon islemleri gibi yem isleme teknikleri esnasinda probiyotikler canliliklarini biiyiik
oranda kaybetmektedirler. Probiyotik ve antibiyotiklerin karma yeme birlikte katilma
durumunun oldugu zamanlarda beraber kullanilan bakterinin tiiriine ve birlikte verildigi
antibiyotige karsi direngli olmasma dikkat edilse bile probiyotik bakterilerden ozellikle
laktik asit bakterilerinin tasidigi direng¢ genlerini, patojenlere aktarabilme potansiyeli
oldugundan hayvan saglig1 agisindan tehdit olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Biitiin bu
durumlar dikkate alindiginda yem katki maddesi olarak probiyotik bakterilerin
kullanilmas1 her zaman stabil sonuglar vermez. Bu nedenle hayvanlarda yem katki maddesi
olarak probiyotiklere alternatif, bilinen yan etkileri olmayan ve yiiksek sicakliklar gibi
ekstrem cevre kosullarina daha dayanikli biyoteknolojik {irlinler olan prebiyotiklerin

kullaniominin 6nemi artmaktadir (Markowiak ve Slizewska, 2018; Gutiérrez, David,



Montoya ve Betancur, 2016; Kiczorowska, Samolinska, Al-Yasiry, Kiczorowski ve
Winiarska-Mieczan, 2017).

Prebiyotikler, kolondaki bir veya sinirli sayidaki bakterinin aktivitesini ve/veya gelisimini
secici olarak wuyaran ve bagirsakta enteropatojen olmayanlarin kolonizasyonunu
kolaylastirarak, konak¢i sagligini  olumlu ydnde etkileyen, fermente olabilen
karbonhidratlardir (Gibson ve Roberfroid, 1995; Bindels, Delzenne, Cani ve Walter, 2015).
Prebiyotikler bagirsaktaki Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi yararli bakteriler
tarafindan secici olarak kullanilirken, toksin treten Clostridium’lar, proteolitik
Bacteriodes’ler ve toksijenik Escherichia coli ile Campylobacter jejuni gibi potansiyel
patojenlerin ¢ogalmasini engellemektedir. Prebiyotikler, probiyotiklerin alternatifi veya
kofaktorleridir. Prebiyotiklerin, sindirim sistemindeki yararl bakterilerin gelisimini tesvik
etmesi ve c¢evre kosullarina daha dayanakli olmasi gibi nedenlerden dolay1
probiyotiklerden daha etkili oldugu sdylenebilmektedir. Bu baglamda prebiyotiklerin
hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinda kolonik ve sistemik sagligi iyilestirdigi, hayvan
verim ve performans 6zelliklerini arttirdigina yonelik bircok calisma mevcut oldugundan
prebiyotikler, son yillarda yem katki maddesi olarak kullanilan biyoteknolojik tiriinlerin
basinda gelmektedir ve bu kapsamda yapilan ¢aligmalar her gecen giin artmaktadir (Saad,
Delattre, Urdaci, Schmitter ve Bressollier, 2013; Swiatkiewicz, Swiatkiewicz, Arczewska-
Wilosek ve Jozefiak 2015; Sarangi ve digerleri, 2016; Abdel-Hafeez, Saleh, Tawfeek,
Youssef ve Abdel-Daim, 2017; Siwek ve digerleri, 2018). Kanatlilarda hastaliklardan
koruma ve biiyiimeyi tesvik amaciyla sindirim sistemi mikrobiyota iiyelerinden olusan
yem katki maddelerinin kullanimi giincellik kazanmustir.  Ozellikle Lactobacillus
tiirlerinden olusan (Lactobacillus salivarius, Lactobacillus reuteri) bu yem katki maddeleri
sindirim ve absorbsiyonu kolaylastirarak biiyiimeyi tesvik ettigi ve ayrica epitel yiizeylerde
koloni olusturarak patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ettigi rapor edilmistir
(Jahromi ve digerleri, 2016; Shokryazdan ve digerleri, 2017; Chen, Chen ve Wang, 2017).
Bunlarin yaninda laktik asit bakterilerinin EPS’sinin gastrointestinal sistemde, probiyotik
mikroorganizmalarin gelisimini ve aktivitesini arttirmak gibi dogrudan ya da dolayl1 olarak
prebiyotik rolii oldugu bildirilmektedir (Welman ve Maddox, 2003; Singh, Saini ve
Kennedy, 2008). Tavuklarda prebiyotiklerin saglik agisindan yararlari konusunda giderek
artan kanitlar bulunmasina ragmen, mikrobiyal kaynakli ekzopolisakkaritlerden (EPS)
prebiyotik olarak gelistirilen bir iiriin olmadig1 gibi tavuklarda da prebiyotik yem katki

maddesi olarak kullanimi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bagirsak



mikrobiyotasinin dengelenmesinde bir baska yaklasim ise probiyotiklerin prebiyotikler ile
birlikte kullanildigi besin ya da katki maddeleri olarak tanimlanan sinbiyotiklerin
kullanilmasidir. Sinbiyotiklerin, probiyotiklerin yerine kullanilmasinin temel sebebi,
probiyotiklerin tek basina prebiyotik bir besin olmaksizin sindirim sisteminde hayatta
kalmalarinin zor olmasidir. Probiyotik mikroorganizmalarin, prebiyotik besinler olmadan
sindirim sistemindeki diisiik pH, oksijen ve sicakliga karsi dayanikliliklar: biiyiik oranda
azalmaktadir. Bunun yaninda, yerine gegebilecek diger bakterilerle de rekabet etme diizeyi
diismektedir.  Yarattigi bu sinerjik etkiden dolay1r sinbiyotik {riinler tek basima
probiyotikten veya bir prebiyotikten daha iyi verim saglamaktadirlar. Sinbiyotik kavramu,
in vitro ve in vivo deneylerde probiyotiklerin canli kalabilme 6zelliklerinin gelistirilmesi ve
hayvan sindirim sistemindeki mikrobiyotanin modiile edilmesi amaciyla genis ol¢iide
incelenmistir. Probiyotik ve prebiyotiklerin birlikte kullanimi antikor iiretimini artirarak
hayvan sagligini olumlu yonde etkileyebilecegine dair yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Etlik
pili¢ yemlerinde probiyotik ve prebiyotigin yalniz ve birlikte kullanildig1 bir ¢calismada, bu
katkilarin, kontrol grubuna gore yemden yararlanmayi artirdigi bildirilmistir (Savage,
Cotter ve Zakrzewska, 1996; Liong ve Shah, 2005; Midilli ve digerleri, 2008; Mohammed,
Jacobs, Murugesan ve Cheng, 2018).

Bu bakimdan oOnemli hale gelen prebiyotikler ile yapilan calismalardan frukto-
oligosakkaritler ~ (FOS), mannanoligosakkarit (MOS), galaktooligosakkarit (GOS) ve
iniilin 6ne ¢ikmaktadir (Alatas, Giirbiiz ve Balevi, 2010; Yalginkaya, Gilingér, Basalan ve
Erdem, 2008; Ustiindag ve Ozdogan, 2017). Bu iiriinleri yurt disindan ithal eden iilkemizde
biliyiitme faktorlerinin yerine konabilecek giivenilir ve ekonomik alternatif yem katki
maddeleri ihtiyaci bulunmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarla hayvanlarda saglik,
verim ve performansi arttirmak icin hayvansal iiriinlerde kalinti birakma riski olmayan
prebiyotiklerin yem katki maddesi olarak kullamilabilecegi bildirilmektedir. Ulkemizde
kanatli yetistiriciliginde probiyotikler, bir siiredir verim artirmada ve yem katki maddesi
olarak kullanilmakla birlikte bu mikroorganizmalarin EPS ve kiiltiir filtrat1 gibi
metabolitlerinin yem katki maddesi olarak kullanimi mevcut degildir. Genel olarak
tilkemizde ve diinyada yapilan ¢alismalarda prebiyotikler bitki, mantar ve maya kaynakli
olup bagirsak mikrobiyotasinin dogal elamanlar1 olan mikroorganizmalardan prebiyotik
eldesine yonelik ¢aligsmalar oldukga kisitlidir. Bu nedenle tez ¢alismasinda tavuk bagirsagi
kaynakli yiiksek EPS iireticisi Lactobacillus cinsi bakterilerinin L-EPS ve filtratlarinin

tavuk bagirsaginda dominant olan Lactobacillus cinsine ait tiirlerin gelisimi iizerine ve HT-



29 hiicrelerine adezyonunda etkisinin ortaya konulmas: amaglanmistir. Ayrica, EPS’nin
prebiyotik olarak kullanilma durumu s6z konusu olursa iiretimde verimi artiracak uygun
besi ortamlarmin gelistirilmesi hedeflenmistir. Ayrica, tavuklarda antikoksidiyal olarak
kullanilan salinomycinin tavuk bagirsaginda bulunan ve bagirsak dengesinde rolii olan
laktobasiller lizerindeki etkisinin ortaya konulmas: ve Lactobacillus cinsine ait bakterilerin
kiiltir filtratlar1 ile L-EPS’lerinin laktobasilleri koruyucu etkisinin tespit edilmesi, bu
calismalar sonucunda Lactobacillus cinsi bakterilerden tavuklarin beslenmesinde
kullanilmak iizere bitkisel kaynakli prebiyotiklerden daha etkin olabilecek yeni bir
prebiyotik bulunmasi, elde edilen yeni prebiyotiklerin tavuk yemlerine alternatif yem katki

maddesi olarak onerilmesi amaglanmaktadir. Bu kapsamda;

1. Tavuk bagirsagi kaynakli EPS {iretim yetenegi ile 6ne ¢ikan Lactobacillus cinsine ait
bakteriler, prebiyotik yem katki maddesi iiretimi i¢in secilmistir. Segilen yiiksek EPS
iireticisi bakterilerinin prebiyotik olarak EPS firetiminde etkili olabilecek farkli azot
kaynaklar1 ve siikroz kullanilan besi ortamlari ile oranlarin belirlenmesi,

2. Yiiksek EPS iireticisi L. salivarius BiS312 ve BIS722 suslarinda elde edilen L-EPS nin
tavuk bagirsagi kaynakli laktobasiller tarafindan fermente edilip edilmediginin ortaya
konularak, bu EPS’nin yine tavuk bagirsagi kaynakli laktobasiller {izerine, sadece L-
EPS kullanim1 ve laktobasillerin EPS ile birlikte diger metabolitleri de iirettigi kiltiir
filtratlarinin LGD etkisinin belirlenmesi ve bu sonuglarin ticari olarak kullanilan intilin
prebiyotigi ile mukayese edilmesi,

3. Yiiksek EPS iireticisi bakteriler ile bu bakterilerden elde edilen L-EPS ve kiiltiir filtrati
sinbiyotiklerinin tavuklarda antikoksidiyoz olarak kullanilan salinomycine karsi tavuk
mikrobiyotasinda bulunan yararli bakterileri koruyucu prebiyotik 6zelliklerinin
belirlenmesi,

4. Bagirsak epitel yiizeyine tutunma kapasitesi yiiksek olan bakteriler, bu ortamda
biyolojik etkinliklerini daha iyi gosterebilecekleri diisiincesinden yola ¢ikarak yiiksek
EPS iireticisi probiyotigin ve bu probiyotige L-EPS ve filtratin eklenmesiyle olusturulan
sinbiyotiklerin HT-29 hiicre hatt1 ile olusturulan deney modeline uygulanmasi
sonucunda tutunma yeteneklerinin ortaya konulmasi planlanarak, EPS’lerin bagirsak

epitel hiicrelerine adezyon yeteneklerinin belirlenmesi,
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5. Yapilan ¢aligmalarda yiiksek EPS iireticisi L. salivarius BiS312 ve BIS722 suslarindan
elde edilen kiiltiir filtratlart ve L-EPS’nin, tavuk bagirsagi kaynakli ayni tiire ait
laktobasiller tizerindeki etkisinin sus diizeyinde ortaya konulmasi,

6. Bu calismalar sonucunda L. salivarius BiS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen
L-EPS’ler ve kiiltlir filtratlarinin hangisinin prebiyotik 6zellikleri bakiminda 6ne
ciktiginin belirlenmesi, belirlenen etkin prebiyotigin tavuk mikrobiyotasinda laktabasil
gelisim diizenleme ve antikoksidiyoz ilaglara karsi koruyuculuk etkilerinin ortaya
konularak bu alanda yeni bir biyoteknolojik iiriin yem katki maddesi gelistirilmesi,

7. Yem katki maddesi olarak tavuklarda canli probiyotik bakterilerinin kullanilmasi, bu
bakterilerin ortam kosullarina olduk¢a duyarli olmalart ve yem isleme teknikleri gibi
nedenlerle canliliklarini koruyabilmeleri olduk¢a zor olmasindan dolayr her zaman
istenilen stabil sonuglar1 veremediginden, tavuk bagirsagindan izole edilen dogal
mikrobiyota elamani, probiyotik bakteri olarak 6ne ¢ikan Lactobacillus cinsine ait
bakterilerden elde edilecek iiriinlerin probiyotiklerden ve diger bitki kaynakli ticari
prebiyotiklerden daha iyi sonu¢ verip vermeyeceginin ortaya konulmasi neticesinde
prebiyotiklerin bu {irlinlerin yerini almasi hedeflenmistir. Boylelikle tavuklarda yem
katk1 maddesi olarak probiyotik ve transgenik bitkilerden elde edilen prebiyotiklerin
kullanilmasinin yerine, tavuk bagirsaginda probiyotik o6zellik gosteren, bagirsak
mikrobiyotasini1 dengeleyici ve tavuk sagligi icin 6nemli olan laktobasillerin gelisimi,
bagirsaga adezyonu ve canli kalabilmelerinin probiyotik bakteri metabolitleri ile
desteklenmesinin, tavuk yem katki maddelerinde probiyotik kaynakli prebiyotik

kullaniminin yeni bir bakis agis1 olarak arastirilmasi amaglanmustir.

Bu calisma Tarimsal Arastirma ve Politikalar Genel Miidiirliigi’niin TAGEM/15/AR-
GE/40 projesi tarafindan desteklenmis olup, tavuk bagirsagindan izole edilen Lactobacillus
cinsi bakterilerden elde edilen kiiltiir filtratlar1 ve EPS’nin tavuk yem katki maddelerinde
prebiyotik olarak yeni bir biyoteknolojik {iriin gelistirilmesi bakimindan yapilan ilk
caligmadir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalardan elde edilen verilerin, kanatli hayvan
sektoriinde, hayvan saghigi ile performansini korumak ve gelistirmek igin hayvan
yemlerinde kullanilmak iizere probiyotik kaynakli prebiyotik ilaveli yeni yem katki
maddelerinin kanatli iiretiminde transgenik bitkilerden elde edilen prebiyotiklerden daha
etkin ve bu prebiyotiklere alternatif olarak daha giivenle kullanilabilmesi ile giivenli ve

verimli gida tiretimine katki saglanmasi amaglanmistir.






2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Probiyotikler ve Etki Mekanizmalari

Probiyotik kelimesi bugiin kullanildigr anlamiyla ilk kez 1974 yilinda Parker tarafindan
kullanilmigtir (Parker, 1974). 1994 yilinda probiyotik "sagliga koruyucu etki gosteren,
saglik tizerine olumlu etkileri olan, canli, bir veya birkac belli mikroorganizma tarafindan
olusturulmus kiiltiirler" olarak tanimlanmistir (Malago, Koninkx, Marinsek-Logar, 2011).
“Pro” ve “biota” olmak iizere iki kisimdan olusan probiyotik terimi “for life” (yasam igin)
anlamini1 tagimakta olup, antibiyotik teriminin anlamca karsitidir. Probiyotik, giiniimiizde
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Yiyecek ve Tarim Orgiitii (FAO)
tarafindan yapilan tanimlamayla "yeterli ve uygun oranlarda alindiklarinda konak sagligina
yararli etki saglayan canli mikroorganizma igerikleri” seklinde tanmimlanmaktadir

(Bergonzelli, Blum, Brussow ve Corthesy-Theulaz, 2005; Markowiak ve Slizewska, 2018).

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin belli kriterlere sahip olmas1 beklenir.
Bu kriterlerin baslicalar;; nonpatojenik ve nontoksijenik olma, intestinal mukozaya
adezyon, adaptasyon ve 1iyi kolonize olabilme, patojen mikroorganizmalara karsi
antogonistik etkiye sahip, asit ve safra tuzlarina dayanikli olma, antimikrobiyal madde
iretme ve antibiyotiklere direngli olma, intestinal mikroflorasin1 stabilize edebilme,
kullanim ve saklama sirasinda Ozelliklerini koruyabilme ve konak sagligina iizerinde
olumlu etki gosterebilmeleridir (Desai, 2008; Poorghasemi, Chamani, Mirhosseini,
Sadeghi ve Seidavi, 2018).

Hayvan saglig1 iizerinde, sindirim sisteminde bulunan mikrobiyotanin ¢ok 6nemli bir roli
bulunmaktadir. Bagirsagin yararli mikrobiyotasini gii¢lendirmek i¢in probiyotik gibi gida
katki maddeleri kullanilmaktadir. Probiyotik bakterilerin konagin saglig1 lizerinde, patojen
mikroorganizmalarin inhibisyonunu saglamak, gidalarin sindirebilirligini artirmak, immun
sistemi giiclendirmek, antitiimor ve antikansorejen etkiler gdstermek gibi bir¢ok yararl
etkileri vardir (Giirsoy ve Kinik, 2006; Sezen, 2013). Probiyotik bakteriler bazi bakteri
toksinlerini nétralize edebilen metabolitler sentezleme yetenegine de sahiptirler (Guerin-

Danan, Chabenet, Pedone ve Po-pot, 1998).
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Probiyotiklerin, konag: intestinal sistem bozukluklarina kars1 nasil korudugunu agiklamaya
calisan bir¢ok mekanizma bulunmaktadir. Muhtemel etki mekanizmalart; antimikrobiyel
maddeler iireterek patojen bakterilerin inhibisyonu, tutunma bdlgelerinin bloke edilmesi,
besin maddeleri i¢in rekabet, toksin reseptorlerinin yikimi ve immiin sistemin uyarilmasi,
olarak tanimlanmaktadir (Rastall ve digerleri, 2005; Karademir ve Karademir, 2003).
Probiyotikler, bagirsak yiizeyini Orten mukozal epitel hiicrelere tutunarak patojen
mikroorganizmalara karsi intestinal sistemde bir bariyer olusturmakta ve bu sayede
patojenlerin bagirsak epitel hiicrelerine adezyonunu engellemektedir (Servin ve Coconnier,
2003; Kocgak, Findik ve Cift¢i, 2016). Tutunma oOzellikleri bakimindan ¢ok sayida
potansiyel probiyotik aday susu taramak i¢in bir in vivo analiz hazirlamanin zor olmasi
nedeni ile probiyotik suslarin adezyon &zelliklerini degerlendirmek amaciyla 6zellikle HT-
29, HT29-MTX ve Caco-2'yi igeren in vitro hiicresel modeller yaygin olarak
kullanilmaktadir (Gopal, Prasad, Smart ve Gill, 2001).

Probiyotikler alternatif biyoteknolojik iiriinlerin basinda gelmektedir (Sarica, 1999;
Karademir ve Karademir, 2003). Bu mikroorganizmalarin kiiltiirleri hayvan beslemede
karma yemlere ve silaj materyali i¢ine karistirilarak genis capta kullanilmaktadir. Son
yillarda, probiyotiklerin kanatli hayvan beslemede biiyiitme faktorii olarak kullanilmasina
yonelik ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (Kocabagli ve Alp 2015; Ustiindag ve Ozdogan,
2017; Kutlu ve Sahin, 2017).

2.1.1. Hayvan beslenmesinde probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Probiyotik bakterilerin ¢ogunlugu Lactobacillus, Bifidobacterium, Propionibacterium,
Streptococcus cinslerine ait tiirler olusturmaktadir. Konak intestinal mikroflorasini
diizenleyerek, mukozal ve sistemik bagisikligi giiclendiren, konak sagligi tizerine yararh
etkiler saglayan probiyotiklerin en énemli ve en yaygin grubunu laktik asit bakterileri
olusturmaktadir. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus disindaki biitiin laktik asit bakterileri bagirsak florasi elemanlaridir.
Bifidobacterium tiirleri ise laktik asit bakterileriyle birlikte en yaygin olarak kullanilan
probiyotik bakterilerdir. Probiyotik bakteriler mide asidine diger bakterilere gore daha
dayanikli, safra tuzlarina ve lizozim enzimine daha direngli bakterilerdir. Lactobacillus

tirleri, genellikle ince bagirsakta fazla sayida bulunurken, Bifidobacterium’lar kalin
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bagirsakta sayica fazladir (Giiltekin, 2004; Giirsoy, Kinik ve Gonen, 2005; Tripathi ve
Giri, 2014).

Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda probiyotik mikroorganizma olarak etkinligi belirlenmis
belli tiirler lizerinde yogunlasilmistir. Hayvanlarda probiyotik olarak kullanilan baglica
mikroorganizmalar Lactobacillus, Bacteriodes, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Bacillus ve Bifidobacterium spp. bakterileri, Clostridium butyricum tiirii Aspergillus spp.
mantarlar1 ve Saccharomyces cerevisiae mayasidir (Krehbiel, Rust, Zhang ve Gilliland,
2003; Oztiirk, 2008b; Zhang ve digerleri, 2016).

2.1.2. Hayvan beslemesinde probiyotiklerin yem katki maddesi olarak kullanilmasi ve
etkileri

Hayvan beslemede, ¢apraz direncin olusmasi ve hayvansal iirlinlerde kalint1 birakmasi gibi
nedenler ile antibiyotiklerin kullaniminin smirlandirilmasi, tiiketiciler tarafindan organik
iriinlerin daha fazla tercih edilmesine neden olmus bunun sonucunda da arastirmacilar,
alternatif yem katki maddelerinin kullanimiyla ilgili ¢calismalar yapmaya yonelmislerdir.
Probiyotikler verimi arttirmaya yonelik uygulamalarda uzun zamanlardan beri hayvan
beslemede kullanilmakta olup, hayvan beslemesinde kullanilan alternatif yem katki
maddelerinin basinda gelmektedir (Giiglii ve Kara 2009). Antibiyotiklerin verim artirici
olarak kullanilmasinin yasaklanmasiyla kullanimi giindeme gelen ve alternatif yem katki
maddesi olarak kullanilmaya baslanilan probiyotikler bu kapsamda, ‘“hayvanlarin
bagirsaklarinda adheze olarak c¢ogalan, sindirim kanalindan absorbe olmayan, patojen
mikroorganizmalara Karsi antagonistik etki gosteren, hayvanlarda yemden yararlanmayi
artiran, bir grup canli bakteri veya bunlarin kiiltiirlerini igeren biyolojik tirtinler” olarak
tanimlanabilmektedir (Sarica, 1999; Isik ve Ekimler, 2004; Antunovic ve digerleri 2005;
Diler, 2007). Tedavide ise antibiyotiklerin uzun siire kullanilmalart durumunda
antibiyotiklere kars1 patojen mikroorganizmalarin direng kazanmasindan dolay1 uzun siire
kullanilmasinin Onerilmemesi, hayvansal {riinlerde kalinti yapmasindan dolayr insan
saghigint tehdit ettigi gerekgesiyle kullaniminda da tereddiitler bulunmasi ve viriisler
iizerinde de etkilerinin olmamasi gibi nedenler, probiyotiklerin 6nemini arttirmaktadir

(Sarica, 1999; Karademir ve Karademir, 2003).

Bagirsak sindirimini olumlu yonde degistirerek hayvan verimliligini artirmak, hayvan

sagligimi korumak ve hayvansal iiriinlerin miktar ve kalitesini yiikseltmek i¢in hayvanlarda
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saglik, verim ve performanstaki olumlu etkisi belirlenen (Kurtoglu ve digerleri, 2004;
Yal¢in, Kocaoglu Giiglii, Karakas, Oguz ve Yalgin, 2002) probiyotik (bakteri, mantar ve
maya) gibi alternatif yem katki maddelerinin kullanilabilirligi tizerine ¢ok sayida
calismalar yapilmistir (Kantautaite, Oberauskas, Sutkeviciene ve Sederevicius, 2006;
Terre, Calvo, Adelantado, Kocher ve Bach, 2007; Jergensen, Laguna, Millan, Casabuena
ve Gracia, 2016).

Isik ve Ekimler (2004) ile Kantautaite ve digerlerinin (2006) yaptigi calismalarda
buzagilarin tiikettikleri siit, siit ikame yemi, kolostrum veya suya Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Streptococcus spp. ilavesinin
bagirsak florasindaki patojen bakterilerin gelisimini engelleyerek ishal vakalarini azaltici
etki yaptig1 ve yemden yararlanmay arttirdigr bildirilmistir. Probiyotikler ile ilgili yapilan
bir bagka caligmalarda bu iiriinlerin su iriinleri yetistiriciliginde yem katki maddesi olarak
kullanimlarinin kiiltiiri yapilan baliklarda tiir ve yas ayrimi olmaksizin yemden
yararlanma, canli agirlik kazanci, yasama oranit ve biliylime performansinda artisa ve
immiin sistem tizerinde olumlu etkilere sebep oldugu bildirilmistir (Panigrahi ve digerleri,
2004; Salinas, Cuesta, Esteban ve Meseguer, 2005; El-Haroun, Goda ve Kabir Chowdhury,
2006; Kumar, Mukherjee, Prasad ve Pal, 2006; Bagheri, Hedayati, Yavari, Alizade ve
Farzanfar, 2008; Alak ve Atamanalp, 2012). Enterotoksijenik Escherichia coli K88'in
neden oldugu kolibasiloz ile miicade edilen pili¢ tavuklarinda yapilan bir ¢alismada etlik
tavuklarinin  yemlerine Clostridium butyricum probiyotiginin ilavesinin biiyiime
performansi, bagisiklik tepkisi, bagirsak bariyer fonksiyonu ve sindirim enzimi aktivitesi
tizerine etkileri degerlendirilmistir. Bunun i¢in tavuklar rastgele {i¢ gruba ayrilarak 28 giin
farkl1 diyetlerle beslenmistir. Birinci grubun yemlerine 2 x 107 cfu/kg probiyotik
Clostridium butyricum katilmistir. ikinci grubun yemlerine ise 20 mg/kg kolisitin siilfat
antibiyotigi konulmustur. Ugiincii grubun yemlerine ise higbir yem katki maddesi
konulmamis ve bu grup kontrol grubu olarak adlandirilmistir. Sonug olarak Clostridium
butyricum probiyotiginin yem katki maddesi olarak kullanimimin etlik tavuklarda kontrol
grubuna gore bagisiklig arttirdigl, bagirsak bariyer fonksiyonunu gelistirdigi ve tavuklarin
bagirsaklainda sindirim enzimlerini arttirdigr bildirilmistir. Yemlerine ise 20 mg/kg
kolisitin siilfat antibiyotigi konulan etlik tavuklarda da probiyotik ilave edilen grupta
benzer etkiler goriildiigiinden, probiyotik Clostridium butyricum’un antibiyotiklere
alternatif yem katki maddesi olarak kullanilabilcegi Onerilmistir (Zhang ve digerleri,

2016). Yapilan bir bagka ¢alismada ise probiyotik Bacillus subtilis yem katki maddesinin
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broyler tavuklarinin biiyiime performansi, antioksidan kapasite ve et kalitesi tizerindeki
tamamlayaci etkileri arastirllmigtir. Toplam 240 giinliik erkek broyler tavuklar rast gele
dort gruba ayrilarak 42 giin boyunca farkli yem gruplari ile beslenmislerdir. Birinci grubun
yemlerine 2 x 10'° cfu/kg, ikici grubun yemlerine 3 x 10'° cfu/kg ve iigiincii grubun
yemlerine ise 4 x 10 cfu/kg probiyotik Bacillus subtilis yem katki maddesi ilave
edilmistir. Kontrol grubu olan dordiincii grubun yemlerine ise higbir yem katki maddesi
konulmamustir. Sonug olrak 3 x 10*° cfu/kg probiyotik Bacillus subtilis yem katki maddesi
ile beslenen ikici grupta kontrol grubuna gore 42 giin sonunda nihai vuciit agirliginda
onemli olgiide artis tespit edilmistir. Bunun yan1 sira bu grupta kontrol grubuna gore kan
serumunda bulunan IgA ve IgG konsatrasyonlarinin ve serum ile karacigerde de glutatyon,
glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksdidaz, siiperoksit dismiitaz aktivitesinin dnemli 6l¢giide

arttig1 belirlenmistir (Bai ve digerleri, 2016).

Hayvan yemlerinde probiyotik katki maddesi olarak oldukga sik kullanilan Saccharomyces
cerevisiae mayasinin gelisimi sirasinda niikleotid, amino asitler, vitaminler ve enzimler
gibi hayvan sagligi i¢in yararli maddeler agiga ¢ikmaktadir. Bundan dolayir Saccharomyces
cerevisiae mayasi bir besin maddesi kadar onemlidir (Chen, Chen ve Wang, 2017).
Probiyotik olarak Saccharomyces cerevisiae kullaniminin hayvanlarin saglik ve verimine
etkisi ile ilgili bir¢cok arastirma mevcuttur. Shankar ve digerlerinin (2017) 288 giinliik 24
adet civciv {lizerine yapmis oldugu bir ¢alismada civcivlerin yemlerine %0,10, %0,15 ve
%0,20 oranlarinda Saccharomyces cerevisiae mayasi ilave etmislerdir. 42 giin siiren bu
deneyde civcivlerde haftalik vuciit agirhiginda degisimler izlenmis ve en yiiksek viicut
agirhgma ulasan grubun yemlerine %0,20 oranlarinda Saccharomyces cerevisiae mayasi
konulan civcivler oldugu tespit edilmistir. Yapilan bir bagka ¢alismada ise 120 giinliik 100
adet civcivin yemlerine %0,20 oranlinda Saccharomyces cerevisiae ilavesinin civcivlerde
besinlerin sindirilebilinirligini artirarak biiylime performansini artirdigi ve bagisiklik

sistemi giiglendirdigi bildirilmistir (Nawaz, Irshad ve Ali 2016).

Hayvan yemlerine konulan probiyotiklerin temel etki mekanizmalari, patojen
mikroorganizmalarin rekabetgi diglanmasi, bakteriyosinler, propiyonik asitler ve hidrojen
peroksit gibi antibakteriyel maddelerin {iretimi ve konagin immiin sistmenin modiilasyonu
seklindedir. Hayvan yemlerinde probiyotiklerin kullanilmasi durumunda bahsedilen bu etki
sekilleri yem katki maddesi olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmaya veya susuna,

hayvan yemine katilan miktarina, hayvanin tiiriine ve hayvanda herhangi bir stres yaratan
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durumun olup olmamasina gore degismektedir (Chaucheyras-Durand ve Durand, 2010;
Dhama ve digerleri, 2011).

2.1.3. Tavuk mikrobiyotasi ve mikrobiyotaya probiyotiklerin etkileri

Tavuk bagirsak sistemi; ince bagirsak (duodenum, jejunum, ileum) kalin ve kor bagirsak
ile kloaktan olugmaktadir (Larbier ve Leclercq, 1994; Kutlu 2015). Mikroorganizmalarin
hayatta kalmas1 i¢in uygun sartlara sahip olan bolgelerde, farkli grup ve tiirlere ait ¢ok
sayida bakterinin yer aldig1 bir mikrobiyota vardir (Giirsoy, Kinik ve Génen 2005). Tavuk
bagirsak sistemi ¢ok ¢esitli mikrobiyotaya sahiptir. Bu mikrobiyotada gidalarin
par¢alanmasina ve sindirilmesine yardimci olan 900'den fazla bakteri tiirii bulunmaktadir
(Apajalahti, Kettunen ve Graham 2004; Wei, Morrison ve Yu 2013). Tavuk sindirim
sisteminde bulunan ince (duodenum, jejunum, ileum), kor ve kalin bagirsak ile kloakta,
Laktobasiller %90 oraninda dominat olarak bulunmaktadir. Laktobasillerden 6zellikle L.
salivarius, L. reuteri, L. aviarius, L. acidophilus ve L. johnsonii tiirleri 6n plana
¢ikmaktadir. Bu tiirlerden L. salivarius, L. aviarius ve L. reuteri, tiirleri dominant olarak
olarak ince bagirsagin jejunum bolgesinde bulunmaktadir. (Gong ve digerleri, 2007; Feng
ve digerleri, 2010; Pourabedin ve Zhao, 2015). Bunun yaninda ince bagirsakta
Clostridiaceae, Enterococcus ve Koliform grubuna ait bakteriler, kor ve kalin bagirsakta
Bifidobacterium, Streptococcus, Clostridiaceae, Enterococcus ve Koliform grubuna ait
bakteriler ve kloakta ise, Clostridium, Bacterioides ve Bifidobacterium grubuna ait
bakteriler bulunmaktadir. (Salanitro, Fairchilds ve Zgornicki, 1974; Gong ve digerleri,
2002; Lu ve digerleri, 2003; Konsak ve digerleri, 2013; Stanley, Hughes ve Moore, 2014).

Bagirsak mikrobiyotas1 potansiyel olarak konagin hem beslenmesini hem de sagligini
etkiler. Tavuklarda biiyiime ve sagligin iyilestirilmesinde bagirsak sisteminde bulunan
mikrobiyal popiilasyon dengesinin 6nemi ¢ok biiylktiir. Arastirmacilara gore saglikli ve
stressiz kiimes hayvanlariin bagirsak sisteminde yararli ve yararli olmayan bakteriler
arasinda kararsiz bir denge bulunmaktadir. Bu denge durumunda kanatlilar maksimum
verimliligine ulasmaktadir. Ancak tavuklarin asir1 antibiyotik kullanimina veya strese
maruz kaldig1 durumlarda, hayvanin bagirsak mikrobiyotasi degisebilir. Bunun sonucunda
bagirsak mikrobiyota dengesinde bozukluk yani "dysbiosis" meydana gelir. Tavuklarda
dysbiosis olustugu durumlarda faydali mikrobiyotada ozellikle laktobasil sayilarinda

azalma ve yararli olmayan Clostridium sp. ve Enterococcus sp. gibi bakteri sayilarinda da
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asir1 bir artig ortaya c¢ikmaktadir. Bu olay ishale yatkinlik veya ishal ile bagirsak
mikrobiyotasinin bozulmasi ile birlikte biiyiime, yemden yararlanma ve iiretim
parametrelerinde azalmaya neden olmaktadir. Bagirsak mikrobiyotasi stabil durumlarda
oldukga kararli iken, beslenme ve hijyen, antibiyotik kullanim1 ve stres gibi baz1 ¢evresel
faktorlerin degismesi ile Oonemli derecede etkilenebilmektedir. Probiyotik bakterilerin
konagin bagirsak mikrobiyota bilesenlerini modiile etmesinden dolayr dysbiosise karsi
etkili oldugu bildirilmistir (Kabir 2009; Ulger, Beyzi, Kaliber ve Konca, 2015; Ducatelle,

Eeckhaut, Haesebrouck ve Van Immerseel, 2015).

Tavuklarin normal bagirsak mikrobiyotast genis bir bakteri populasyonu ihtiva etmektedir
ve bu bakteriler bagirsaga yerlesip ¢ogalmaktadirlar. Probiyotik bakterilerde bagirsak
epitel hiicrelerine tutunarak ¢ogalirlar ve sindirim kanalindan absorbe olmazlar. Bu sayede
bagirsaklarin dogal konakgisi olmayan, bagirsak epitel hiicrelerine yapisarak kolonize olan
ve atilmaya kars1 direng gosteren, hastalik yapan patojen bakterilerin bagirsak yiizeyine
tutulmalarin1 ve ¢ogalmalarini1 engellemektedirler. Probiyotiklerin biiylitme faktorii olarak
bu etkilerini gdsterebilmeleri i¢cin normal mide pH’sina karsi dayanikli olmalar1 ve
mideden bagirsaga gegisleri siiresince canli kalmalar1 gerekmektedir Lactobacillus’larin
genellikle normal mide pH’sina dayanikli olduklar: bildirilmektedir (Bahadiroglu, 1997,
Oelschlaeger, 2010; Brown, 2011; Saint-Cyr ve digerleri, 2017).

2.1.4. Tavuk yemlerinde kullanilan probiyotik katki maddeleri

Probiyotikler kanatli karma yemlerinde biyoteknoloji alanindaki gelismelere paralel olarak,
verimi artirmak amaci ile uzun zamandan bu yana yem katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Tavuklarda, yem katki maddelerinde probiyotik kaynagi olarak
kullanilan mikroorganizmalar genellikle Lactobacillus spp., Pediococcus spp., Bacillus
spp., Bifidobacterium spp. tiirleri ile Saccharomyces cerevisiae mayasidir (Onol ve Yalgin
1996; Jin, Ho, Abdullah, Ali ve Jalaludin, 1998; Abdulrahim, Haddadin, Hasjlamoun ve
Robinson, 1996; Ulger, Beyzi, Kaliber ve Konca, 2015). Cogunlukla Lactobacillus
tirlerinden olusan probiyotik {riinler tavuk bagirsak mikroflorasint  yararh
mikroorganizmalar lehine degistirmek suretiyle sindirim ve absorbsiyonu kolaylastirarak
gelisimi  tesvik etmektedir. Ayrica Lactobacillus spp., Pediococcus spp., ve
Bifidobacterium spp., gibi probiyotik katki maddeleri bagirsak mikrobiyal dengesini

gelistirerek, konakgiy1 olumlu yonde etkileyen "canli bir mikrobiyal yem takviyesi" olarak
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tanimlanmis olup tavuklarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Alp ve Kahraman, 1996;
Chen, Zhu ve Qiu, 2017).

2.1.5. Tavuk probiyotik katki maddelerinin performans ve saghk iizerine etkileri

Probiyotikler, tavuk yem kaki maddelerinde bagirsak mikrobiyotasinin diizenlemesi,
yemlerin sindirimini ve yemden yararlanma diizeyini artirmasi, patojenlere karsi bagirsak
sisteminin pH i1 diislirerek ve ¢esitli antimikrobiyal maddeler iireterek koruyucu etki
saglamas1 ve bagisikligi gelistirmesi gibi etkilerinden dolay1r biiylitme faktorii olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Tavuklarda herhangi bir stres faktoriiniin ya da patojen
mikroorganizmalarin varliginda, viicudun savunma mekanizmas:1 diismektedir. Bu
durumda tavuk bagirsak mikrobiyotasinda bir dengesizlik egilimi olmasi s6z konusudur.
Bagirsak dogal mikrobiyota dengesinin bozulmasina bagli olarak bagirsakta patojen
sayisinda artig goriiliirken, bu durum tavuklarda ishal, istahsizlik, yemlerin sindirim ve
emiliminde diisiis gibi etkilere yol agmaktadir. Tavuklarda bagirsak mikrobiyota
dengesinin bozuldugu durumlarda patojen mikroorganizmalarin etkilerinin azaltilmasinda
probiyotik yem katki maddelerinin etkilerinin arastirildig: bir¢ok arastirma mevcuttur. Bu
arastirmalar sonucunda kanatli yemlerine probiyotik ilavesinin Salmonella enteritidis,
Salmonella  typhimurium, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Eimeria sp. gibi birgok
patojen lizerinde oldukga yiiksek antibakteriyel etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Tavuk
yemlerinde probiyotik kullanimi sonucunda hayvanlarda goriilen etkiler arasinda kiimesler
arasinda fark olabilecegi gibi bireyler arasinda da farkliliklar olabilecegi bildirilmistir. Bu
farkliliklar ortamin hijyen kosullarina, tavuklar iizerinde herhangi bir stres faktoriiniin
olup olmamasina, kullanilan yemlerin igerigi ve bilesimi gibi isletmeye gore degisiklik
gosterebilen faktorlere bunun yaninda tavuklarin saglik durumu ve sindirim sistemi
mikroorganizma c¢esitliligi gibi bireysel faktorlere de bagli olarak olugmaktadir. (Ergiin,
Yal¢in ve Sagakli, 2000; Abudabos, Al-Batshan ve Murshed, 2015; Idoui ve Karam, 2016;
Ritzi, Abdelrahman, Mohnl ve Dalloul, 2014; Shen ve digerleri, 2014; Li ve digerleri,
2014; Agboola, Omidiwura, Odu, Popoola ve lyayi, 2015). Tavuk yemlerinde yaygin
olarak kullanilan probiyotik katki maddelerinin performans ve saglik {lizerine yararh

etkileri Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1. Probiyotiklerin tavuklarda performans ve saglik {izerine etkileri (Idoui ve
Karam, 2016; Shankar ve digerleri, 2017; Biswas, Junaid, Kumawat,
Qureshi ve Mandal, 2018; De Cesare ve digerleri 2017; Bai ve digerleri,
2016; Teng ve digerleri, 2016; Slizewska, Cukrowska, Smulikowska ve
Cielecka-Kuszyk, 2019; Shokryazdan ve digerleri, 2017; Nakphaichit ve
digerleri, 2019)

Probiyotik Etki

Yemden vyararlama ve biiyiime performansinda artis, kan

) ) ) biyokimyasal paremetrelerin 1iyilestirilmesi, ileum ve kor
Lactobacillus acidophius bagirsakta Koliform grubu bakteri sayilarinda azalis, bagirsak
villuslarinda artis.

Yemden yararlanma, performans veriminde iyilesme, yumurta
Lactobacilus plantarum veriminde artis, kor bagirsakta Koliform grubu bakteri
sayilarinda azalis, aflotoksin B1 etkisine karsi koruyuculuk.

Yemden yararlama ve biiylime performansinda artig, bagirsakta
Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi yararli bakterilerin
sayisinda artig, Escherichia coli gibi patojen sayisinda
Lactobacillus salivarius azalig, aflotoksin B1 etkisine karsi koruyuculuk, p-glukozidaz
ve PB-glukuronidaz gibi patojen bakteri enzimlerinde azalis,
bagisiklik sistemini giliglendirme, bagirsak morfolojisinde
iyilesme, kan biyokimyasal paremetrelerin iyilestirilmesi.

Yemden yararlama ve biliylime performansinda artis,
Lactobacillus reuteri antimikrobiyal madde ireterek Salmonella enteritidis’e karsi
koruyucu etki, aflotoksin B1 etkisine kars1 koruyuculuk

Yemden yararlanma ve canli agirlik oraninda artig, antikor
iiretimini artirarak bagisiklik sistemini giiglendirme, ileum ve
kor bagirsakta Koliform grubu bakteri sayilarinda azalis.

Bifidobacterium bifidum

Bacillus subtilis Yemden yararlanma, yumurta verimi ve yumurta kalitesinde
artis, antioksidan etki, et kalitesinde iyilesme.

Yem tiiketimi, canli agirlik artisi, yemden yararlanma ve besin

Saccharomyces cerevisiae maddelerinin  sindiriminde  arti,  bagisiklik  sistemini
giiclendirme, aflotoksin B1 etkisine kars1 koruyuculuk, diskida
amonyak azaltilmasi, patojen sayisinda azalig

Probiyotiklerin, Cizelge 2.1°de verilen saglik lizerine yararli etkilerinden dolayr uzun
stireden bu yana tavuklarda yem katki maddesi olarak kullanimina dayali bir¢cok calisma
mevcuttur. Yumurta tavugu yemlerine probiyotik kullanimi ile ¢ok sayida ¢alisma yapilmis
ve bu caligmalarda genellikle antibiyotik kullanimin azaltilmas1 ve yumurta kolesteroliiniin
diigliriilmesi amaglanmistir.  Abdulrahim ve digerlerinin (1996) yapmis oldugu bir
arastirmada, yumurta tavugu rasyonlarinda probiyotik (Lactobacillus acidophilus) ve
antibiyotigin (Zinc Bacitracin) yalniz basma ve birlikte kullanilmalarinin etkileri

arastirtlmis ve probiyotigin tek basma kullanilmasinin yumurta verimini ve yemden
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yararlanmay1 iyilestirdigi ancak Zinc Bacitracinin ayn1 etkiyi yapmadigi tespit edilmistir.
Yumurtaci tavuklar {lizerinde yapilan bir baska arastirmada ise yeme 100 ppm diizeyinde
probiyotik ilave edilen grupta yumurta veriminin kontrole gore %5 iyilestigi saptanmigtir
(Mohan, Kadirvel, Bhaskaran ve Natarajan, 1995). Yapilan diger ¢alismalarda da yumurta
tavugu rasyonlarina farkli oranlarda eklenen probiyotiklerin yumurta veriminde onemli
artislar sagladigi ortaya konulmustur (Mountzouris ve digerleri, 2007; Tiizliin ve Ciftei,

2010; Arpasova ve digerleri, 2016).

Etlik pili¢ler tizerinde yapilan arastirmalarda probiyotik iceren yem verilen grupta kontrol
gruplarina gére yemden yararlanma ve canli agirliginda belirgin bir diizeyde iyilesme elde
etmislerdir. Ayrica Lactobacillus kiiltiiriiniin tek veya karma olarak yeme ilavesi, etlik
piliclerde yemlenmeden sonraki 10. ve 20. giinlerde kor bagirsaktaki koliform ve
enterobakter sayisin1 da azalttigi da bildirilmistir (Owings, Reynolds, Hasiak ve Ferket,
1960; Jin, Ho, Abdullah, Ali ve Jalaludin, 1998; Olnood, Beski, Choct, M ve lji, 2015).
Toplam 240 adet bir giinliik erkek civciv kullanilarak yapilan bir ¢caligmada ise probiyotik
ve farkli kaynakli yag ile beslemenin performans, karkas 6zellikleri, bagirsak morfolojisi,
bagisiklik sistemi iizerine etkisi incelenmistir. Deneysel diyetler; (1) bazal diyet (kontrol);
(2) %3 donyagi kaynakli hayvansal yag iceren diyet; (3) %3 soya fasulyesi kaynakli
bitkisel yag iceren diyet; (4) kontrol + probiyotik; (5) probiyotik + hayvansal yag ve (6)
probiyotik + bitkisel yag seklindedir. Elde edilen sonuglarda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 4., 5. ve 6. grubun bagisiklik sisteminde anlamli artis belirlenmistir.
Sonuglar genel olarak broyler tavuklarin diyetlerinde probiyotik kullanimimin faydal
oldugunu gostermistir (Poorghasemi, Chamani, Mirhosseini, Sadeghi ve Seidavi, 2018).
Yapilan bir diger ¢alismada yemlerine ticari bir probiyotik Lactobacillus acidophius ilave
edilen etlik pili¢lerin bagirsaklarinda yararli bakteri popiilasyonunda artis goriilmiis ve
bagirsak villuslarin artmasi ile birlikte emilim ylizeyinin genisledigi tespit edilmistir.
Sonug¢ olarak ticari bir probiyotik Lactobacillus acidophius katkili yemlerle beslenen
tavuklarda biiyiime performansinda artis ve bagirsak mikrobiyotasi ile morfolojisinde

iyilesme goriilmiistiir. (Forte ve digerleri, 2017).

2.2. Prebiyotikler ve Etki Mekanizmalar:

Prebiyotikler, kolondaki bir veya siirli sayidaki bakterinin aktivitesini ve/veya gelisimini

secici olarak uyararak, konak¢it sagligmmi olumlu yonde etkileyen, bagirsaktaki
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mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilmesiyle, bagirsak mikrobiyotasinin
kompozisyonunu ve/veya aktivitesini diizenleyen, bdylece konakgi {iizerinde yararl
fizyolojik etkiler sunan ve secici olarak fermente edilen bilesiklerdir. Bir bilesenin
prebiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in; sindirim kanalinin iist kisimlarinda hidrolize
olmamali veya emilmemeli, sekum/kolondaki bir veya smirli sayidaki bakterinin
gelismesini veya metabolik aktivitesini uyarmak igin segici bir substrat olmali, bagirsak
mikrobiyotasin1 daha saglikli bir kompozisyona degistirebilmelidir (Bindels, Delzenne,
Cani ve Walter, 2015).

2.2.1. Hayvan beslenmesinde prebiyotik olarak kullanilan katkilar

Hayvanlarda kullanilan en yaygin olarak bilinen prebiyotik bilesikler oligosakkaritlerdir
(Shin, Lee, Pestka ve Ustunol, 2000). Oligosakkaritler dogal olarak bulunmalarinin yani
sira ticari olarak polisakkaritlerin enzimatik hidrolizi ile veya monosakkarit ve/veya
disakkaritlerden sentezlenerck iiretilmektedir (Manning ve Gibson, 2004). Ticari olarak
kullanilan prebiyotik katkilar, mannan-oligosakkaritler (MOS), frukto-oligosakkaritler
(FOS), alfa-galakto-oligosakkaritler (a-GOS), galaktosil-laktoz, inulin, enzimatik olarak
hidrolize edilmis inulin (oligofruktoz) ve sentetik fruktoz gibi bilesiklerdir (Asan ve

Ozcan, 2006; Oztiirk 2008a; Ozyurt ve Otles, 2014).

2.2.2. Hayvan beslenmesinde prebiyotiklerin yem katki maddesi olarak kullanilmasi
ve etkileri

Prebiyotiklerin hayvanlarin performans ve sagligi lizerine kullaniminda oligosakkaritlerin
laktik asit diizeyini artirma, sindirim sistemi pH’sin1 diisiirme, yararli bakteri sayisinda
artisa sebep olma gibi Ozelliklerinden faydalanilmaktadir. Mannanoligosakkaritlerin
hayvanlarin beslenmesinde kullanilmasi durumunda, intestinal mukozay: iyilestirdigi,
bagirsak villuslarini arttirdigi, 6zellikle jejunumda maltaz, aminopeptidaz ve alkali fosfataz
gibi  enzimlerin  aktivitesini  arttirdigi  da  bildirilmistir.  Bunun  yaninda
mannanoligosakkaritlerin  hayvanin = sindirim sistemi mikrobiyotasinin ~ dengesinin
saglanmasinda, bagisiklik sisteminin uyarilmasinda ve mikotoksinlerin baglanmasinda
etkili oldugu da tespit edilmistir (Flickinger ve Fahey, 2002; Tung, 2007). Prebiyotiklerin
fermentasyonu sonucu ortaya ¢ikan kisa zincirli yag asitleri bagirsak pH’sin1 diisiirerek,
minerallerin ¢ozlinlrligiinii ve emilimini arttirirlar (Patel, Singh, Panaich ve Cardozo,

2014). Genel olarak prebiyotiklerin bagirsaklarda enterik enfeksiyonlari baskilayarak
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bagirsaklarin morfolojisini modifiye edebildigi ve bagirsaklarda absorbsiyon kapasitesini
arttirmak suretiyle hayvanlarda sagligi iyilestirmede ve bagirsak fonksiyonlarini
diizenlemede katki sagladigi bildirilmektedir (Keser ve Bilal, 2010; Hoseinifar, Ringg,
Shenavar Masouleh ve Esteban, 2016).

Prebiyotiklerin sagliga yararli etkilerinden dolayr hayvan beslenmesinde kullanimi
kapsaminda yapilmis bir¢ok c¢alisma mevcuttur. Kumprecht ve arkadaslarinin (1997)
yapmis oldugu bir calismada broyler rasyonlarina prebiyotik yem katkisinin ilave
edilmesiyle canli agirlik artist ve yemden yararlanma oraninda artis tespit edilmistir.
Bunun yaninda hayvan yemlerine prebiyotik ilavesinin hayvanlarin yemden yararlanma
oranm arttirdigini tespit eden baska calismalar da mevcuttur (Ozcan ve Ayasan, 2009).
Yapilan bir ¢aligmada, FOS ve GOS’un bagirsak mikrobiyotas1 icin yararli bakterilerden
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 ‘nin gelisim performansi ve asitlik gelistirme
ozelligi tizerine etkisi in vitro olarak belirlenmistir. Test edilen prebiyotiklerin tiimiiniin
bakteri gelisimini pH 4.02-5.06 arasinda belirli diizeylerde tesvik ettigi tespit edilmistir
(Sener, Temiz, Togay ve Bagci, 2008). Zdunczyk ve arkadaslarinin (2004) hindilerde
yapmis olduklari bir ¢alismada, deneme gruplarina sirasiyla %1 MOS ve %1 iniilin igeren
prebiyotik katkili rasyonlar verilmistir. Digki parametrelerinden kuru madde ve amonyak
miktarlar1 bakimindan gruplar arasinda kontrol grubuna gore Onemli bir farka
rastlanmamuisg, fakat MOS ve iniilin gibi prebiyotik katkili yem verilen gruplarda diski pH
degeri kontrol grubuna gére 6nemli derecede diisiik bulunmustur. Chen ve Chen (2004)’in
yapmis olduklar1 bir bagka ¢alismada karma yemde prebiyotik kullanimmin yumurta kabuk
kalitesini  iyilestirdigini, hayvanlarin  performansini  olumlu yonde etkiledigini
bildirmislerdir. Chen ve arkadaslarinin (2005) yumurta tavuklari iizerinde yapmis olduklari
bir bagka calismada deneme gruplarina %1 oligofruktoz igeren ticari bir prebiyotik ve %1
ticari prebiyotik intilin bulunan yem vermislerdir. Her iki prebiyotik yem katki maddesinin
de kontrol grubuna gore ince ve kalin bagirsak uzunlugunda 6nemli bir artis yarattigini
tespit etmislerdir. Yilmaz ve arkadaslarinin (2007) yapmis olduklart bir g¢alismada
gokkusagi alabaliginda (Onchorincus mykiss) biiyiime, viicut kompozisyonu ile ince
bagirsak ve karaciger histolojisi ilizerine prebiyotik ilaveli yem ile beslemenin etkilerini
incelemiglerdir. Bu c¢alismada ticari alabalik yemine 0, 1,5, 3 ve 4,5 g/kg oraninda
prebiyotik ilave edilmistir. Sonug olarak 1,5 g/kg prebiyotik ilaveli yemle beslenen gurupta

biiylime performansinin genel olarak daha iyi oldugunu gézlemlenmistir. Bagirsak villus
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uzunluklar1 bakimindan da prebiyotik yem ile beslenen gruplarin, kontrol gruplarina gore

daha iyi oldugunu bildirilmistir.

Kanatli beslemesinde yaygin olarak kullanilan ticari MOS prebiyoginin Kanatli yemine
ilave edildiginde, canli agirlik kazancimi yiikselttigi gibi beslenmenin ilk yedi giinliik
evresinde bagirsaktaki villus boyunu arttirdigi, Salmonella sp. ve Escherichia coli gibi
patojenlere kars1 dayaniklilik sagladigi, yararli bakteriler i¢in de bir besin maddesi gibi
gelisimlerini arttirict etkiler gosterdigini bildiren galismalar mevcuttur. Bu prebiyotigin
bagirsak mikrobiyotasini yararli bakteriler lehine ¢evirebilmesindeki etki mekanizmasinin,
MOS’un bagirsak epitellerinde bulunan karbohidratlardan daha zengin bir karbonhidrat
yapisinda olmasindan kaynaklandigi bildirilmistir. MOS yaklasik olarak %50 karbonhidrat
tirevidir. Bagirsakta bulunan patojen bakteriler, lektin adi verilen ylizey proteinleri ile
bagirsak epitellerinde mevcut olan karbonhidratlar1 baglarlar. MOS hali hazirda bagirsak
sistemindeki karbonhidrat yapisindan daha zengin oldugu igin, patojen bakteriler igin bir
tuzak gorevi gorerek lektinlere daha once tutunup onlar1 bloke etmektedir. Boylelikle
patojen bakterilerin bagirsak epitellerine baglanmasimi engellemektedir. MOS’un
kanatlilarin bagirsak mikrobiyotasinda gosterdigi bu yararhi etkiyi ekonomik 6nemi olan
Sparus aurata ve Dicentrarchus labrax balik tiirleri {izerine de gosterdigi bildirilmistir

(Patterson ve Burkholder, 2003; Sarangi ve digerleri, 2016; Carbone ve Faggio, 2016).

2.2.3. Tavuk yemlerinde kullanilan prebiyotik katki maddeleri

Prebiyotikler yem tiiketimini, yemden yararlanmay1 ve verim performansini artirmak, iiriin
kalitesini iyilestirmek, bargirsak sagligini korumak ve bagisiklig1 giiclendirmek amaciyla
kanatlilarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kum ve Sekkin, 2012). Kanatlilarda 6zellikle
tavuklarda yaygin olarak kullanilan baslica prebiyotikler fruktooligosakkarit (FOS),
mannanoligosakkarit (MOS), galaktooligosakkarit (GOS) ve iniilin gibi oligosakkaritler ve
oligofruktanlardir (Yalginkaya, Giingor, Basalan ve Erdem, 2008; Alatas, Giirbiiz ve
Balevi, 2010; Yalginkaya ve Leblebiciler 2012; Nabizadeh, 2012; Kutlu ve Sahin, 2017,
Ustiindag ve Ozdogan, 2017). Tavuklarda en yaygin olarak kullanilan prebiyotik bilesikler
oligosakkaritlerdir. Oligosakkaritler, ince bagirsakta hidrolize veya absorbe edilemezken,
kolon bolgesinde 6zellikle Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. tarafindan fermente
edilebilmekte ve prebiyotik 6zellik gostermektedirler (Marx, Winkler ve Hartmeier, 2000;
Sezen, 2013).



22

2.2.4. Tavuk prebiyotik katki maddelerinin performans ve saghk iizerine etkileri

Tavuk yemlerinde kullanilan prebiyotik katki maddeleri, bagirsaktaki Lactobacillus ve
Bifidobacterium gibi yararli bakteriler tarafindan metabolize edilir. Boylelikle bagirsak
mikrobiyotasi yararli bakteriler lehine modifiye olur. Bu yararli bakteriler prebiyotikleri
kisa zincirli yag asitlerine (KZYA) fermente ederler. KZYA, bagirsak pH’si1 diisiiriir ve
bagirsak epitel hiicreleri icin enerji kaynagini olusturarak, iltihap modiilatorleri ve
metabolik diizenlemeler iizerine &nemli etkilerde bulunur. Iyi dengelenmis bir bagirsak
mikrobiyotas1 bagirsak mukozal yapisini gelistirir. Bagirsak mikrobiyotasinda baskin hale
gelen yararli bakterilerden bazilar1 antibakteriyal bilesikler tiretir veya dentrik hiicrelere
sinyaller gondererek bagisiklik sistemini uyarir. Prebiyotiklerin, 6zellikle oligosakkaritler
ve monosakkaritlerin patojenlerin epitel hiicre ylizeyine yapismasi i¢in kullanilan reseptor
bolgeleri bloke ederek patojen kolonizasyonunu azalttigi bildirilmistir (Patterson ve
Burkholder, 2003; Shalaei, Hosseini ve Zergani, 2014). Tavuk yemlerinde yaygin olarak
kullanilan prebiyotik katki maddelerinin performans ve saglik iizerine yararl etkileri

Cizelge 2.1°de dzetlenmistir.

Cizelge 2.2. Tavuk prebiyotiklerinin performans ve saglik iizerine etkileri (Kareem, Loh,
Foo, Akit ve Samsudin, 2016; Abdelgader, Irshaid ve Al-Fataftah, 2013;
Abudabos, Al-Batshan ve Murshed, 2015; Shalaei, Hosseini ve Zergani,
2014; Adhikari ve digerleri, 2018; Shang, Kumar, Thippareddi ve Kim, 2018)

Prebiyotik Tiir Etki

iniilin Etlik oili Yemden yararlama ve canli agirliginda artig, ileum villus
pHiE yiiksekliginde artig ve patojen bakterilerin sayisinda azalig

Yemden yararlanma, yumurta agirligi ve kabuk kalinliginda artis,

Yumurtact bagirsagin ileum bolgesindeki Lactobacillus ve Bifidobacterium

tavuk grubu yararli bakterilerin sayisinda artig, ileumda Clostridium ve

Coliform grubu patojenlerinin sayisinda azalma

Iniilin

o Yemden yararlanma ve canli agirlik oraninda artig, antikor
MOS Etlik pilig iretimini artirarak  bagisiklik  sistemini  giiclendirme ve
Clostridium perfringens patojen bakterisinin sayisinda azalis

MOS YT;\?JECI Yemden yararlanma, yumurta verimi ve yumurta kalitesinde artis

GOS Etlik pilig Yemden yararlanma ile biiyiime performansinda artis ve
bagisikligin diizenlenmesi

GOS Yl{g}lﬁam Yumurta kabuk kalitesi ve yumurta veriminde artig

FOS Etlik pili¢ Yemden yararlanma ve biiyiime performansinda artig

FOS Yumurtaci Yumurta kiitlesi ve kabuk kalitesinde artig, diskida Salmonella

tavuk enteritidis azalmasi
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Prebiyotikler, Cizelge 2.1°de verilen etki mekanizmalarindan dolayi, tavuklarda yemden
yararlanmay1 artirarak canli agirlik artisi ile biiylime performansini arttirmak, yumurta
kalitesini iyilestirmek ve bagirsak sagligini korunmak amaglar1t ile tavuklarin
beslenmesinde yaygin olarak kullanildiklarindan bu konularda tavuklar iizerinde yapilmis
birgok calisma mevcuttur. Kahraman ve arkadaglariin (2009) yapmis oldugu bir
calismada yumurta tavugu rasyonlarinda farkli diizeylerde (0, 0,5 ve 1,0 kg/ton karma)
MOS kullaniminin performans, yumurta kalitesi, organ agirliklarina etkileri arastirilmistir.
Arastirmada 55 haftalik damizlik yumurtaci tavuklart kullanilmis ve deneme 12 hafta
stirdiirilmiistiir. Tavuklara 2700 kcal’kg MOS ve %16 ham protein i¢eren izokalorik ve
izonitrojenik rasyonlar verilmistir. Kabuk kirtlma mukavemeti bakimindan yemlere
prebiyotik ilavesi yapilan gruplarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda onemli bir artig
gozlenmistir. Kabuk kalinhg da 0,5 kg/ton prebiyotik ilaveli grupta onemli artis
gostermistir. Yumurtalarda ak yiiksekligi ve Haugh birimi 1,0 kg/ ton diizeyinde prebiyotik
ilavesiyle onemli diizeyde artmistir. Yumurta sar1 rengi, 1,0 kg/ ton diizeyinde prebiyotik
ilaveli grupta digerlerine oranla daha yiiksek bulunmustur. Organ agirliklarindan kalp
agirligr haricinde herhangi bir fark tespit edilmemis; kalp agirhigi 1,0 kg/ton diizeyinde
prebiyotik ilaveli gruplarda daha yiiksek bulunmustur. Kalp oransal agirlig: ise 0,5 ve 1,0
kg/ ton prebiyotik ilaveli gruplarda 6nemli oranda artmistir. Sonug olarak, yumurta tavugu
rasyonlarma 1,0 kg/ ton diizeyinde prebiyotik ilavesinin yumurta kalitesini yiikselttigi
tespit edilmistir. Kim ve arkadaslarinin (2011) etlik pilicler lizerine yiiriitmiis olduklar1 bir
calismada % 0,25 FOS ve %0,05 MOS’un yemlere ilavesi ile birlikte hayvanlarin canlt
agirlik artiglarinda yiikselme meydana geldigini bildirmislerdir. Prebiyotik yem katkisi
olarak oligosakkaritlerin etlik civcivlerin biiylime performanslarina olan olumlu etkileri
yaninda bagisiklik diizenleyici, antioksidant, antimikrobiyal etkilerinin oldugu tespit

edilmistir (Swiatkiewicz, Swiatkiewicz, Arczewska-Wlosek ve Jozefiak 2015).

Tavuklarda prebiyotik yem katki maddesi olarak kullanilan iniilinin, spesifik ve segici
olarak bakteriyel gelisimi uyardii tespit edilmistir. Iniilin sindirim kanalinda
Bifidobacteria, Lactobacillus ve belli bagh biitirik asit iireten yararli bakterilerin
gelismesini segici olarak uyarirken, ayn1 zamanda Clostridium perfringens gibi patojenik
bakterilerin ¢ogalmasini da durdurabildigi bildirilmistir (Zentek, Marquart, Pietrzak,
Ballevre ve Rochat, 2003). Iniilinin tavuklarda sindirim sistemi morfolojisi ve diski
parametreleri ile ilgili iliskisini ortaya koyan calismalar da mevcuttur. Yusrizal ve Chen

(2003)’in broyler iizerinde iniilin ve oligofruktanin diski ve bagirsak mikroflorasi lizerine
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etkilerini aragtirdiklart bir ¢alismalarinda deneme gruplarinin yemlerine sirastyla %1 iniilin
ve %1 oligofruktan katmislardir. Her iki deneme grubunda doérdiincii haftada diskida total
aerob ve E. coli sayisinda 6nemli bir azalma goriilmiistiir. Disi broylerlerde taslik ve ince
bagirsak igerigindeki Lactobacillus sayisinda artis goriilirken, kalin bagirsak total
Campylobacter sayisi her iki deneme grubunda 6nemli derecede diisiikk bulunmustur.
Ayrica, disi broylerlerde her iki deneme grubunda da diskida Lactobacillus sayisinda artis
goriilmiistiir. Bunun yaninda ince bagirsakta erkek broylerlerde Campylobacter sayisi, disi
broylerlerde de Salmonella sayis1 diisiik bulunmustur. Bunun yaninda iniilinin bagirsakta
fermantasyonu ile agiga ¢ikan son triin kisa zincirli yag asitlerinin hiicre proliferasyonunu
uyararak bagirsak gelisimine katkida bulundugu bildirilmistir (Blottieres, Champ, Hoebler,
Michel ve Cherbut, 1999). Chen ve Chen (2003)’in yapmis olduklari bir ¢alismada
yemlere katilan intilin ve oligofruktozun, etlik piliclerde yemden yararlanma orani, canl
agirlik artis1, karkas agirligi ve bagirsak uzunlugunu arttirdigini bildirmislerdir. Iniilinin
tavuklarda mineral emilimi tizerine yapilmis olan c¢alismalar da mevcuttur. Rasyondaki
minerallerin emilim diizeyi, minerallerden yararlanilabilme seviyesinin tespit edilmesinde
kritik bir faktordiir. Ortiz ve arkadaslarmmin (2009) yapmis olduklar1 bir c¢alismada
broylerlerde rasyona iniilini farkli diizeylerde (5, 10, 15 ve 20 g/kg) ilave etmislerdir. Bu
deneme 5 hafta siirmiistiir ve sonucta rasyonlarina iniilin katilan broyler grupta kontrol
grubuna gore kismi kalsiyum, ¢inko ve bakir emiliminin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Yumurta tavuklarinda yapilan ve 4 hafta siiren bagka bir caligmada ise rasyona %1
oligofruktoz ve %1 iniilin ilavesi tibia kiil, kalsiyum ve fosfor diizeylerini kontrol grubuna
gore onemli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica yine bu g¢alismada denemenin
birinci haftasindan sonra yumurta kabugu agirligi ve dayanikliliginin da énemli derecede

arttig1 belirlenmistir (Chen ve Chen, 2004).
2.3. Sinbiyotikler

Sinbiyotikler, probiyotikleri ve prebiyotikleri sinerjistik bir formda birlestiren besin
takviyelerini ifade eder (Sekhon ve Jairath, 2010). Bu kombinasyon, sagligi1 tesvik eden
probiyotik organizmanin spesifik substrati fermentasyon ic¢in kullanabileceginden,
probiyotigin bagirsakta yasamini ve kaliciligint artirabilir (Yang, lji ve Choct, 2009).
Sinbiyotik kullanmanin temel nedeni, prebiyotik substrati olmadan bir probiyotigin

sindirim sisteminde 1yi hayatta kalamayacagi diisiincesidir. Probiyotik i¢in gerekli besin
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kaynag1 verildiginde, oksijen, diisiik pH ve sicaklik i¢in daha 6nemli bir avantaji olacaktir

(Sekhon ve Jairath, 2010).

Hayvansal iiretimde biiyiime promotorii olarak antibiyotiklerin kullanimini kisitlama veya
yasaklama girisimleri gz oniine alindiginda, probiyotikler, prebiyotikler ve her ikisinin de
kombinasyonlarindan olusan sinbiyotiklerin kullaniminin antibiyotiklere karsi potansiyel
alternatifler oldugu one siiriilmistiir. Abdel-Raheem ve digerlerinin (2012) yaptiklari
calismada broyler tavuklarin beslenmesinde sinbiyotiklerin kullanilmasiin, probiyotik
veya prebiyotiklerin tek basina kullanilmasina gore biiyiimeyi daha c¢ok destekledigi
goriilmistiir. Bunun yani sira sinbiyotik takviyeli pili¢lerin duodenum, jejunum, ileumda
diger tedavilere kiyasla anlamli derecede yiiksek villus yiiksekligi tespit edilmistir.
Sinbiyotiklerin broyler performansina etkilerini gostermek i¢in Awad ve digerlerinin
(2009) yapmis olduklar1 arastirmada, sinbiyotik bir iiriinle diyet takviyesinin, kontrol
gruplarina ve probiyotikle beslenen diger gruplara goére viicut agirligini, giinliik ortalama
kazanci, yem verimini ve karkas verim yiizdesini 6nemli dlgiide iyilestirdigi belirlenmistir.
Broyler tavuklarin beslenmesinde sinbiyotiklerin kullanilmasinin tavuklarin biiylime ve
kor bagirsak mikrobiyotas: iizerine etkilerinin arastirildigi baska bir caligmada 11 adet
Lactobacillus cinsi bakterilerin olusturdugu probiyotik karisim, GOS ile birlikte sinbiyotik
olarak 42 giin boyunca tavuklara verilmistir. Sonug¢ olarak probiyotik veya prebiyotiklerin
tek basina kullanilmasimma goére sinbiyotik takviyeli piliclerin kor bagirsaklarinda
Lactobacillus ve Bifidobacterium populasyonlarinin 6nemli Slgiide arttigi ve biiyiimeyi

performansini arttirdigi goriilmiistiir (Mookiah, Sieo, Ramasamy, Abdullah ve Ho, 2014).

2.4. Ekzopolisakkaritler (EPS)

Ekzopolisakkaritler (EPS) glikozid baglari ile birbirine bagli monosakkaritlerden olusan,
diiz veya dallanmis yapida, suda ¢oOziinebilen iyonik veya iyonik olmayan, geri
doniisebilen ve gevre dostu dogal polimerlerdir (Leigh ve Walker, 1994; Freitas, Alves ve
Reis, 2011). Bakteriyel EPS’lerin ¢ogunlugu diizenli oligosakkaritlerin tekrarlanan
birimlerinden olusmus heteropolisakkarit (HePS) yapidadir. Baz1 bakteriyel EPS’ler ise
homopolisakkarit (HoPS) yapida olup, tek tip sekerden meydana gelmistir (Milci ve
Yaygin 2005). HoPS’ler farkli bag tipi ve dallanma dereceleri ile D-glukoz (glukanlar)
veya D-fruktoz (fruktanlar) birimlerinden olusmaktadir. HePS’ler ise oligosakkaritlerin

coklu kopyalarindan olusmakta ve genellikle glukoz, galaktoz, ksiloz, mannoz, arabinoz ve
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ramnoz sekerlerini icermektedir. HoPS’lerin ortalama molekiil agirliklar1 yaklasik olarak
10" Da iken, HePS’lerin molekiil agirliklarmin 10%-10°Da oldugu bildirilmistir (Kristo,
Miao ve Corredig, 2011; Tiikenmez ve Aslim, 2018).

EPS’ler birgok bakteri, maya, kiif, fungus ve arke tiirleri tarafindan sentezlenmektedir.
Ancak ozellikle Bacillus, Pseudomanas, Lactobacillus ve Azotobacter gibi bakterilerin
miktar ve ¢esit bakimindan en iyi EPS freticileri olduklar1 belirlenmistir. Mikrobiyal
EPS’ler sayica oldukga fazla olmalarina ragmen dekstran, ksantan, jellan, pullulan, kurdlan
ve levan gibi EPS’ler endiistriyel agidan 6nemli olanlara 6rnek verilebilir (Lee ve digerleri,
1997; Roller ve Dea, 1992; Crescenzi, 1995; Donot, Fontana, Baccou ve Galindo, 2012).
EPS firetimi bakteriyel tireme ile yakindan ilgili oldugundan optimum kosullar altinda
dretim miktar1 yliksek seviyeye ulagmaktadir. Bakteriyel gelisim ve EPS diretimi;
besiyerindeki karbonhidrat ve azot kaynaklarindan, vitamin, tuz gibi maddelerin
ilavesinden, inkiibasyon sicakligt ve siiresinden, oksijen seviyesinden ve pH gibi

etmenlerden etkilenmektedir (Soyucok, Ekiz ve Kilig, 2016).

EPS’ler, adezyon, hiicreler arasi iletisim, biyofilm olusumu ve hiicreleri ekstrem kosullara
kars1 korumak gibi bircok farkli biyolojik siirecte rol almaktadir. Laktik asit bakterilerinin
olusturduklar1 EPS, epitelyum doku ile bakteriler arasinda (bagirsak florasinda bulunan)
gergek bir bag meydana getirir ve bdylece EPS iiretimine sahip suslarin yiiksek bir
adezyon kapasitesine sahip olacagi bildirilmektedir. Bu ozellikler EPS’nin probiyotik
agidan Onemini artirir niteliktedir (De Vuyst ve Degeest 1999; Suresh Kumar, Mody ve
Jha, 2007; Mann ve Wozniak, 2012).

EPS’nin endiistride kullanilmast bu molekiiliin kapsiiler veya salgilanir olmasi, bilesimi,
biiytikliigii ve seker icerigi gibi oOzelliklerine baghdir (Faber, Zoon, Kamerling ve
Vliegenthart, 1998; Dabour, Kheadr, Fliss ve LaPointe, 2005). Sahip olduklar1 farkli
fizikokimyasal ve reolojik 6zelliklerinden dolay1 petrol, gida, tekstil, detarjan, kozmetik,
tarim ve atik su aritimi gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Jellestirme, kivam
arttirict ve biyofilm tabakasi olusturma ozelliklerinin yaninda, ekzopolisakkaritler ilag
sektorlinde; anti-timor, anti-viral ve anti-inflamatuar gibi fizyolojik aktivite ajanlarina
yardimct madde olarak da kullanilmaktadir Laktik asit bakterilerine ait EPS 6zel tadi
olmayan fermente siit frlinlerinin kivamlarini, yapilarin1 1iyilestirmek amaciyla

kullanilabilmektedir. EPS ayn1 zamanda siit tiriinlerinin raf dmriinii de arttiran bir bilesiktir
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(Sutherland, 1998; lyer, Mody ve Jha, 2006; Karaca, Dinger ve Kivang, 2010; Freitas,
Torres ve Reis, 2017).

2.4.1. EPS’nin prebiyotik olarak kullanimi

Fermente olabilen karbonhidrat bilesenleri olan prebiyotikler, probiyotiklerin aktivitelerini
ve/veya gelisimini segici olarak stimule ederek, konake¢i sagligini desteklemektedir
(Salazar, Gueimonde, de los Reyes-Gavilan ve Ruas-Madiedo, 2016). Laktik asit
bakterilerinin  EPS’sinin  gastrointestinal sistemde, probiyotik mikroorganizmalarin
gelisimini ve aktivitesini arttirmak gibi dogrudan ya da dolayl olarak prebiyotik rolii
oldugu bildirilmektedir (Welman ve Maddox, 2003; Singh, Saini ve Kennedy, 2008). S6z
konusu prebiyotik etkiyi probiyotiklerin EPS’leri pargalayabilen enzimlere sahip olmasi
saglamaktadir. Ayrica EPS’lerin bagirsak mikrobiyotas: icin yararli olan probiyotik
bakterilerin, kolona yapigsmasini tesvik ettigi ve bu bakterilerin kolonizasyonunu

kolaylastirdig1 da bildirilmistir (O’Connor ve digerleri, 2005; Patel ve Prajapat, 2013).

Das ve digerleri (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, in vitro ortamda hazirlanmig
yapay mide suyuna L. plantarum DM5 susu tarafindan iiretilen EPS (a-D glukan tipi
HoPS)’nin eklenmesi ile probiyotik bakterilerin iyi gelisme gosterdikleri, probiyotik
olmayan Enterobacteriaceae gibi bakterilerin zayif gelisme gosterdikleri rapor edilmistir.
Bu calisma EPS’nin prebiyotik aktivite gosterdigini ortaya koymaktadir. Yapilan baska
caligmalarda L. plantarum TISTR 875°den elde edilen HePS’nin ve L. lactis susu
tarafindan tiretilen HoPS’nin kolonda bulunan bifidobakteriler ve laktobasiller gibi
probiyotikler tarafindan fermente edildigini ve bu probiyotiklerin biiyiimesini secici bir
sekilde artirdigr bildirilmistir (Hongpattarakere, Cherntong, Wichienchot, Kolida ve
Rastall, 2012; Grosu-Tudor, Zamfir, Meulen, Falony ve Vuyst, 2013). Yapilan bazi in vitro
caligmalar bagirsak mikrobiyotas: ic¢in yararli olan laktobasilleri gibi tiirlerin bagirsak
hiicrelerine yapigsmasinda EPS’nin verimliligi arttirabilecegi ortaya konulmustur.
Probiyotik Lactobacillus cinsine ait bakterilerin HT-29 hiicrelerine adezyonunun sitometri
analizi ile degerlendigi bir ¢alismada, HT-29 hiicrelerine adezyon gosteren laktobasillerin
EPS iirettikleri bildirilmistir. Bu ¢alismada EPS’nin Lactobacillus cinsine ait bakterilerin
HT-29 hiicrelerine adezyonunda etkin bir rolii oldugu sonucuna varilmistir (Kodaikkal,

Prajapati ve Ljungh, 2012).
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2.4.2. EPS’lerin laktik asit bakterilerinin gelisimini diizenleyici (LGD) etkisi

Laktik asit bakterileri hayvan bagirsak sisteminin dogal mikroflorasinin 6nemli bakteri
grubunu olusturmaktadirlar. Laktik asit bakterileri bakteriyosin sentezi, antibiyotiklere
direnglilik, ekzopolisakkarit iiretimi, bakteriyofaj direnclilik, bagisiklik sisteminin
gelistirilmesi, kolesteroliin diizenlenmesi, kansere neden olan maddelerin detoksikasyonu
ve gidalarin sindirilebilinirligini arttirmak gibi probiyotik 6zellikleri bakimindan saglik
acisindan yararlh etkileri ile one c¢ikmaktadir (Saglam ve Karahan, 2017). Uygun
miktarlarda alindiklarinda konakgiya saglik a¢isindan Onemli faydalar saglayan
probiyotiklerden yaklasik olarak 30 Lactobacillus cinsi bakterilerin EPS irettigi
gozlemlenmistir (Badel, Bernardi ve Michaud, 2011).

LGD etkisi bakimindan EPS’ lerin, gastrointestinal sistemde daha uzun siire kalarak
probiyotik bakterilerin kolonizasyonunu artirmak gibi rollerinin oldugu bildirilmistir
(Welman ve Maddox, 2003). Laktik asit bakterileri tarafindan iretilen EPS’lerin T-
lenfositlerinin ¢ogalmasini, makrofaj aktivasyonunu ve sitokinlerin (interferon-y,
interlokin-1a) iiretimini saglayarak immiin sistemi giliclendirdigi bodylece bagirsaktaki
patojen kolonizasyonunu engelleyerek bagirsak mikroflorasini yarali bakteriler lehine
cevirmek suretiyle LGD etkisi gosterdigi rapor edilmistir (Ruas-Madiedo, Hugenholtz ve
Zoon, 2002). Yapilan baska bir ¢alismada ise EPS’lerin bagirsakta bulunan ve konakgi
saglig1 agisindan yararli olarak kabul edilen Lactobacillus grubu bakteriler tarafindan
fermente edilerek onlar i¢in enerji kaynagi olusturdugu ve bu sekilde Lactobacillus grubu
bakterilerin segici olarak ¢ogalmalarini sagladig: bildirilmistir. Bu etkiyi ise, kolona gelen
EPS’lerin bakteriler tarafindan fermentasyonu sonucu olusan kisa zincirli yag asitlerinden
dolayr kolon pH’sin1 diistiriip, ortami aside direngli olan yararli bakteriler igin
(Lactobacilli, Bifidobacteria, Eubacteria gibi) uygun hale getirerek gosterdigi rapor
edilmistir (Korakli, Ganzle ve Vogel, 2002). Yapilan bir diger in vitro g¢aligmada
Lactobacillus plantarum susundan elde edilen EPS’lerin prebiyotik olarak, probiyotik
ozellik gosteren laktik asit bakteri tarafindan femente edilebildigi ve bu bakteriler iizerine
LGD etkisi gosterdigi rapor edilmistir (Tsuda ve Miyamoto, 2010). EPS’nin LGD etkisinin
arastirlldig diger bir calismada Lactobacillus cinsine ait bakterilerin gelisiminde kullanilan
uygun besiyerinin glukoz kaynagi ¢ikarilip yerine ayni oranda L. buchneri GM3701 ve L.
plantarum RB-3 suslarindan elde edilen EPS’ler eklenmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda

laktobasillerin gelisimi Ol¢lilmiis ve EPS’nin laktik asit bakterileri tarafindan fermente
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edilebildigi bunun yaninda EPS’nin laktik asit bakterilerinin gelisimini arttirdig1 rapor

edilmistir (Tsuda, Okuda, Haraguchi ve Kodama, 2018).

2.5. Filtratlarin Laktik Asit Bakterilerinin Gelisimini Diizenleyici (LGD) Etkisi

Hayvanlarda sindirim sisteminin dogal mikroflorasini olusturan yararli mikroorganizmalar
laktik asit, asetik asit, propiyonik asit gibi organik asitler iiretirler. Bunlarin yem katki
maddesi olarak kullanim1 ile sindirim kanalindaki mikroflora dengesi yararh
mikroorganizmalar lehine cevrilir ve boylece patojenik mikroorganizmalarin tiremeleri
engellenir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen kiiltiir filtratlarinin  bagirsak
mikrobiyotasi i¢in yararli olan bifidobakterilerin gelisimi ve canlilig1 iizerine yapilmis bir
calismada test bakterisi olarak kullanilan tim suslarin  kiiltiir ~ filtratlarinin,
bifidobakterilerin gelisimini diizenledigini bildirilmistir (Sarikaya, Aslim ve Yuksekdag,
2017). Ancak laktik asit bakterilerinden elde edilen laktik asit, fumarik asit, propiyonik
asit, sitrik asit, asetik asit gibi organik asitlerden olusan metabolitlerin hayvan
beslemesinde genis kullanim olanaklarina sahip oldugu bildirilmistir. Organik asitler
cogunlukla yem katki maddesi olarak kullanilmaktadir ve bunlarin etki mekanizmalar
bagirsakta pH’sini diislirerek, bagirsak sisteminde asit ortami yaratmasi seklindedir.
Olusan asit ortaminda patojen mikroorganizmalarin gelisimi baskilanarak enzim
aktivitesinin yiikseldigi bildirilmistir. Kolonda olusan asit ortamina ve enzim aktivitesinin
ylikselmesine bagli olarak Ozellikle Laktobasillerin gelisimi i¢in gerekli olan demir,
kalsiyum, fosfor, magnezyum, c¢inko gibi minerallerin bakteriler tarafindan yararlilig
artmaktadir. Tim bu 6zelliklerinden dolay: organik asitler hayvanlarda kolonda LGD etkisi
gosterdigi  bildirilmistir.  Ayrica kiimes hayvanlarinda sik goriilen Salmonella
enfeksiyonunun kontrolii i¢in laktik asit bakterilerinden elde edilen organik asitler hayvan
beslemesinde kullanilmaktadir. (Kahraman ve digerleri, 1999; Alp, Kahraman, Kocabagli,
Abas ve Aksu, 1999; Karademir ve Karademir 2003; Mani-Lopez, Garcia ve Lopez-Malo,
2012). Yapilan bir galismada broylerlerin yemlerine organik asit katilmis ve bunun
sonunca ilum mikroflorasinda yararli bakterilerin geisimine bagl olarak canli agirliginda
artig, ileum pH’sinda ve Enterobacteriaceae sayisinda diislis saglandigini bildirilmistir
(Alp, Kocabagli, Kahraman ve Bostan, 1999). Yapilan bir diger calismada broylerde
organik asit iceren diyet takviyelerinin bagirsak histomorfolojisi ve serum biyokimyasi
iizerine olan etkilerine bakilmis ve fumarik asit, biitirik asit ve laktik asit diyet

takviyelerinin tim deneme gruplarinda broyler performanslari iizerinde bagirsak villus
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yiiksekligini ve serumda kalsiyum ve fosfor konsantrasyonlarini arttirmak gibi olumlu

etkilerde bulundugu bildirilmistir (Adil, Banday, Bhat, Mir ve Rehman, 2010).

2.6. Tavuk Yemlerinde Kullanilan Antikoksidiyal Katki Maddeleri

Kiimes hayvanlarinda c¢cok yaygin ve maliyetli hastaliklardan biri olan koksidiyozis,
Eimeria tiirii protozoonlar tarafindan meydana getirilen ve kiimes hayvanciliginda
ekonomik kayiplara yol agan bir protozoon enfeksiyonudur. Eimeria tiirlerinde bulagsma
digk1 yolu ile olmaktadir. Digki ile atilan ve uygun kosullarda belli bir siirede spor haline
gecen oocystler, enfekte gidalar araciliiyla oral olarak alinmasi ile bir kanatlidan digerine
hizli bir sekilde yayilabilmektedir. Enfekte tavuklarda oocyst atilimi, bireye gore de
degismekle birlikte kisa siirede ¢ok yiiksek rakamlara ulasabilmektedir. Koksidiyozis,
bagirsaklarda doku hasarina sebep olarak, hayvanin aldigi yemlerin sindirimi ve besin
maddesi emilimine engel olup agirlik kaybi ile birlikte kanli diski ile sonlanir. Enfeksiyon
hizla yayilarak bircok hayvanin Sliimiine sebep olabilir. Tavuklarda direkt olarak 6lime
veya yemden yararlanmada gerileme ile birlikte canli agirlik kaybma yol agan
koksidiyozisin, diinyada ve tilkemizde kanatlilarin en 6nemli hastaliklarindan birisi oldugu
kabul edilmektedir. Bu hastaligin diinyada ve tilkemizde biiyiik ekonomik kayiplara neden
oldugu bilinmektedir. Ancak diinyada ve iilkemizde hastaliga neden olan Eimeria tiirleri
tizerinde epidemiyolojik ¢alismalar ve bu tiirlerin tavuklarin bagirsak mikrobiyotasinda ne
gibi etkilere sebep oldugunu arastiran ¢alismalarin yok denecek kadar az olmasi nedeni ile
ortaya ¢ikan ekonomik kayiplarin boyutlart tam olarak bilinmemektedir (Williams, 1999;
Tuncer, 2007; Sundar, Harikrishnan, Latha, Chandra ve Kumar, 2017).

Modern tavukculuk isletmelerinin tavuklar i¢in sinirlt ve dar alanlar1 kullanmasi sebebi ile
bulasma i¢in alman hijyen Onlemleri yeterli olmayip, koksidiyozis yemle verilen
antikoksidiyallerle ve asilarla kontrol edilmektedir. Tavuklar1 koksidiyozisten korumak
icin en ¢ok kullanilan ilaglar siilfonamidler, nitrofuranlar ve iyonofor antibiyotiklerdir.
Hayvanlara yemle birlikte verilen iyonofor antibiyotikler, monensin sodyum, lasalocid ve
salinomycin sodyumu igermektedir. Pili¢lerde koksidiyozisi kontrol amaci ile kullanilan
iyonoforlarin  kullanim1  kanathilarda  sinirlandirilmamistir.  Kanathilart — etkileyen
hastaliklarda antibiyotiklerin kullanimi ile uygulanan ilaglara karsi direng gelisimi, kanath
sektoriinde en bliyiik problemlerden birini olusturmaktadir. Tiirkiye’de kullanilan baglica

antikoksidiyal etken maddeleri; monensin sodium, robenidine hydrocloride, halofuginone
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hydrobromide, narasin, salinomycin sodium, maduramicin ammonium, diclazuril,
nicarbazin ve semduramicin sodium dur (Ziggers, 2002; Paganini 2005; Tuncer, 2007,
Sharman, Smith, Wallach ve Katrib, 2010).

Son yillarda antikoksidiyal ilaglara karsi Eimeria’larin gosterdigi direng problemi nedeni
ile antikoksidiyal kullanilmayan tavuklara olan talep atmistir. Bunun yaninda in vivo
kosullarda antikoksidiyal ilaglarin Eimeria tiirii protozoonlara karsi gosterdigi etki ile
bagirsak morfolojisi ve mikrobiyotas1 lizerindeki etkinlikleri arasinda O6nemli ayrimlar
bulunmaktadir. Bu nedenle antikoksidiyal ilaglarin bagirsak sistemindeki etkinliginin
bilinmesi biiylik 6nem tagimasina ragmen bu konuda ticari olarak kullanilan bu iiriinlerle
yapilan calismalar oldukca azdir. Yapilan bir c¢alismada ticari olarak kullanilan
antikoksidiyal bir ilacin (Amprolium+Ethopabate) tavuklarda bagirsak morfolojisi ve
biiyiime performansi tizerine olan etkileri arastirilmigtir. 308 adet Ross cinsi tavuklar
iizerinde yapilan bu arastirma koksidiyozun kontrolii veya Onlenmesi sirasinda yem ile
birlikte kullanilan antikoksidiyal ilacin bagirsak morfolojisini degistirdigi ozellikle
bagirsaklardaki emici yiizeyler ve villus boyutlarinda olumsuz etkiler gosterdigi bununla
birlikte tavuklarin biiyiime performansim1 da olumsuz etkiledigi bildirilmistir. Bu
caligmada yalnizca antikoksidiyal ilacin bagirsak morfolojisindeki degisimlerine bakilmig
bagirsak mikrobiyotasinda ne gibi etkiler yarattigi arastirilmamistir. Ancak tavuklarda
gorlilen biliylime performanst geriligi nedeni ile antikoksidiyal ilacin bagirsak
mikrobiyotasinin da dengesini bozdugunu diisindiirmektedir (Bahadoran, Hassanpour,
Kheirabadi ve Shekarchian, 2014).

Antikoksidiyal ilaglarin tavuklar i¢in yukarida belirtilen zararli etkilerine karsin cesitli
diyet ve canli mikrobiyal takviyelerin enterik hastaliklara karsi konak¢i bagisikligi
etkileyebilecegine dair ¢aligmalar bulunmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda etlik pilig
yemlerine probiyotik ilavesi ile Eimeria etkenine karsi etkin bir bagisiklik ve dayaniklilik
basarisi elde edilerek koksidiyozun dnlenmesinde 6nemli bir ilerleme saglanmistir. Etlik
pilicler tizerinde yapilan bir arastirmada Pediococcus tabanli ticari bir probiyotigin
tavuklarda biiyiime performansi, oocyst atilimi ve bagisiklik sisteminde antikor tepkileri
arastirllmistir. Etlik piligler iki gruba ayrilmis ve bir grup 10.000 Eimeria acervulina diger
grup ise 5.000 Eimeria tenella oocyst ile enfekte edilmistir. Bu gruplarda kendi i¢lerinde
ikiye ayrilarak bir grup probiyotik destekli diyet bir grup ise desteksiz diyet ile
beslenmigstir. Enfekte edilmis tiim etlik piliclerde probiyotik diyetler beslenen grupta
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kontrol grubuna goére oocyst atiliminda diisiis ve kilo aliminda iyilisme goriilmiistiir.
Ayrica Eimeria tenella ile enfekte edilen ve probiyotik diyetle beslenen pili¢lerde, kontrol
grubuna gore Eimeria’ya 6zgii antikor seviyesinde de artis goériilmiistiir. Etlik piligler
tizerinde yapilan benzer bir diger c¢alismada da Pediococcus acidilactici and
Saccharomyces boulardii igeren ticari bir probiyotigin benzer tavuklarda viicut agirlig
artis1, diskida oocyst atilimi ve serum antikor seviyeleri lizerine etkileri arastirilmistir. Bu
arastirmada da bir onceki ¢alismadaki benzer sonuglar elde edilerek probiyotik takviyeli
yemlerin humoral bagisikligi artirarak tavuklarin  koksidiyozise karsi direncini
arttirabilecegi bildirilmistir (Dalloul ve Lillehoj, 2006; Lee ve digerleri, 2007, Lee,
Lillehoj, Park, Hong ve Lin, 2007). Ticari olarak kullanilan antikoksidiyallerin dogrudan
bagirsak mikrobiyotasi lizerine olan etkilerini arastiran bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu
antikoksidiyallerin kullaniminda sindirim sisteminde yararli mikrobiyotanin yok olma
riskinin de oldukca yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda antikoksidiyal
kullanimlarinda ilaglara karsi zamanla tavuklarda direng olusabilecegi gibi bu ilag
kalintilarinin zamanla insan sagliginda da tehlike yaratma durumunun s6z konusu oldugu

diistintilmektedir (Mansoor, Jamil, Khan, ul Haq ve Anwar, 2017).

2.7. Tavuk Yemlerinde Antibiyotik Kullanimina Genel Bakis

Ulkemizde, son 20 yilda kanatli hayvan sektdriinde biiyiik ilerleme kaydedilmistir.
Ozellikle tavukguluk, biiyiik bir biiyiime ve gelisme gdstererek, bambaska bir sektor
haline gelmistir. Etlik pili¢ yetistiriciligi, kirmiz1 et {iretiminde yaganan sorunlar ve kirmizi
et fiyatlarinda siiregelen artiglar nedeni ile tilkemizde artan niifus ile birlikte hayvansal
protein agiginin Kapatilmasinda stratejik olarak one ¢ikarmaktadir. Nitekim tavuk¢uluk
sektorii hayvansal proteinlerin, kisa siirede ve ucuz olarak iiretilebilmesinde, kirmizi et
sektoriine gore onemli avantajlara sahiptir Giliniimiiz tavukculuk isletmelerinde oldukca
stresli ortamlarda yasayan kanatlilardan yiiksek verim elde etmek icin hayvan sagligini
korumanin yaninda yemden yararlanma yeteneginin de 1{ist diizeye c¢ikarilmasi
gerekmektedir. Yem katki maddeleri bu amagla kullanilan yontemlerden birisidir. Karma
yemlerde hammaddeler disinda hayvanlarin degisik ihtiyaglarin1 karsilamak amaciyla
mineraller, vitaminler,  antibiyotikler,  koruyucular,  vb. yem katki maddeleri
kullanilmaktadir (Demir ve Aydin, 2019). Kanathilarda verimi arttirmak ve ekonomik
faydalar saglamak amaci ile antibiyotikler yemlerde uzun yillar kullanilmistir. Antibiyotik

kullanim1 ile yemden yararlanma ve biiylimede go6zlemlenen olumlu sonuglar



33

antimikrobiyal etki ile agiklanmistir. Ancak, antibiyotiklerin yogun kullanimlari sonucu
kalinti birakarak hem hayvan hem de insan sagligini tehdit etmekte ve uzun siire
kullanilmalar1  durumunda direngli bakterilerin  gelisimine neden olmaktadirlar.
Antibiyotiklerin yemlerde kullanilmasinin insan tiiketimine sunulan hayvansal gidalarda
saglik acisindan risk olusturmasinin yaninda, antibiyotik kullanimi hayvanin sindirim
sistemindeki patojen mikroorganizmalarla beraber yararli mikroorganizmalarin da
oliimiine neden olmaktadir. Antibiyotiklerin bu gibi dezvantajlarindan dolay1 01.01.2006
tarihinden itibaren Avrupa Birligi’nde, 21.01.2006 tarihinden itibaren ise Tiirkiye’de
kullanimlar1  yasaklanmistir.  Antibiyotiklerin  tavuk yemlerinde kullanimlarindaki
yasaklamalar ve siipheler biyoteknolojik alanda gelismelere paralel olarak alternatif
uygulamalarin aragtirtlmasina yol agmustir (Tuncer, 2007; Karademir ve Karademir, 2003;
Resmi Gazete, 2006).

Kanatli hayvanlarda antibiyotiklerin yasaklanmasindan ortaya ¢ikan boslugun
doldurulmasi amaci1 ile mikrobiyotayi iyilestirmek ve besin maddelerinin sindirilebilirligini
artirmak amaciyla karma yemlere degisik katki maddelerinin ilavesi devreye girmistir. Bu
dogal yem katki maddeleri, farkli etki mekanizmalariyla mikrobiyota igerisinde patojen
mikroorganizmalarin  gelismesini  engellemektedirler. Bu kapsamda antibiyotiklere
alternatif olabilecek enzimler, organik asitler, probiyotik ve prebiyotik gibi katkilar
iizerinde ¢aligmalar hizlanmistir. Tavuk yemlerinde kullanilan probiyotiklerin, patojenleri
baskilayip bagirsak mikrobiyotasini yararli mikroorganizmalar lehine degistirerek ve
bagirsak villus boyunu artirarak yemden yararlanmayr arttirdigit ve de bagisiklig
destekledigi bildirilmistir. Yeme katilan prebiyotik katkilarin, tavuk bagirsaginda bulunan
Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi yararli mikroorganizmalar tarafindan fermente
edilirken patojenler tarafindan kullanilamamasi nedeni ile bagirsak mikrobiyotasini yararl
bakteriler lehine modifiye ettigi bildirilmistir. Ayrica, bagirsaklarda mineral emilimini
arttirdigi ve bagisiklik sistemini giiclendirerek hayvan sagligna olumlu katkilarda
bulundugu rapor edilmistir (Tiiziin ve Cift¢i, 2010; Kaushal ve digerleri, 2018; Biswas,
Mohan, Raza, Mir ve Mandal, 2019). Bahsedilen yem katki maddelerinin temininde
yurtdisina bagimli oldugumuzdan hem iilkemizde hem de yurt disinda dolagimini
saglayacak ticari patentli yeni yem katki maddelerinin tavukguluk sektoriintin kullanimina

sunulmasina dair ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahsmada Kullanilan Bakteriler

Bu tez calismasinda Tarimsal Arastirma ve Politikalar Genel Miidiirliigii tarafindan
desteklenen, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Laboratuvari
tarafindan yiiriitiilen TAGEM/15/AR-GE/40 kodlu projesi kapsaminda serbest gezen koy
tavuklariin bagirsaklarindan izole edilmis ve fizyolojik testleri yapilmig 50 Lactobacillus
cinsine ait izolat kullanilmistir. Bu izolatlarin tez ¢alismasi kapsaminda ekzopolisakkarit
(EPS) {iretim kapasiteleri belirlenmis ve tez calismalar1 icin en yiiksek EPS iiretim
kapasitesine sahip, Lactobacillus salivarius BiS312, BiS722, BiS820 ve ZDM2132 suslari
ile Lactobacillus reuteri BiS612 susu olmak iizere bes adet izolat secilmistir. Bu bes
izolatin biyokimyasal testleri (API 20A, 20E ve 50CH Kkitleri ile) ve 16S rDNA dizilerine
gore molekiiler tanimlamalari TAGEM/15/AR-GE/40 projesi kapsaminda bagka bir

caligma i¢in yapildigindan dolay: sonuglar tezde verilmemistir.

3.2. Cahismada Kullamilan Hiicre Hatti

Bu tez calismasinda yiikksek EPS iiretim kapasitesine sahip Lactobacillus salivarius
BiS722 susunun hiicreye adezyon yeteneklerinin belirlenmesinde HT-29 kolorektal
adenokarsinoma hiicre hatt1 (ATCC® HTB-38™) kullanilmustir.

3.3. Calismada Kullanilan Besiyeri

Calismada kullamilan Laktik asit bakteri kiiltiirlerinin gelistirilmesinde De Man Rogosa
Sharpe (MRS) besiyeri kullanilmistir. MRS broth ve MRS agar besi ortamlar1 icerigi
Cizelge 3.1.’de verilmistir. MRS besiyeri icin asagida belirtilen miktarlarda maddeler
tartilip, bir miktar distile su ile maddeler tamamen ¢oziliinceye kadar manyetik
karistiricida karistirilmistir. Maddeler tamamen ¢6ziildiikten sonra son hacim distile su ile
1000 mL’ye tamamlanmis ve pH 6,20 £ 0,02’e ayarlanmistir. MRS agar besiyeri igin,
MRS besi ortamimna %1,5 oraninda agar (Merck) eklenmistir. Hazirlanan besiyerleri
otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmistir.
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Cizelge 3.1. MRS broth besiyeri icerigi

Maddeler Miktar (g/L)
Pepton 10,0
Beef Ekstrakt 10,0
Yeast Ekstrakt 5,00
Glukoz 20,0
Sodyum Asetat 5,00
Tri Amonyum Sitrat 2,00
Magnezyum Stilfat 0,20
Manganez Siilfat 0,05
Di sodyum hidrojen fosfat 2,00
Tween 80 1mL

3.4. Calismada Kullanilan Laktobasillerin Gelistirilmesi ve Muhafazasi

Lactobacillus cinsine ait bakterilerin gelistirilmesinde MRS broth ve MRS agar besi
ortamlar1 kullanilmistir. Her ¢alisma 6ncesinde saflik kontrolleri yapilan bakteriler, MRS
broth i¢inde 37°C’de 18-20 saat inkiibasyona birakilmis ve en az iki kez aktiflestirildikten
sonra, caligmaya alinmistir. Caligmada kullanilan laktobasil kiiltiir stoklar1 MRS broth besi
ortaminda iki kez aktiflestirildikten sonra %2 oraninda, igerisinde 400 uL gliserol bulunan
kriyo tiiplere (kriyo tiipler iclerinde gliserol ile birlikte énceden 121°C’de 15 dk. sterlize
edilmistir) 1:1 oraninda aktarilarak, -20°C ve -80°C’de derin dondurucuda muhafaza
edilmistir. Suslarin uzun siire muhafazasi igin ise, literatiirdeki metotlar modifiye edilerek
elde edilen liyofilizasyon yontemi kullanilmistir (Castro, Teixeira ve Kirby, 1996). Aktif
laktobasil kiiltiirlerinden %2 oraninda alinmis ve MRS agar besiyerlerine drigalski 6zesi ile
yayma ekim yapilmigtir. Ekim yapilan tiim petriler 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmugtir. Inkiibasyon sonrasi besiyerinde olusan 50-60 koloni alinarak igerisinde 750
uL steril serum fizyolojik (SF) bulunan ependorflara aktarilmis ve pipetle karigtirtlmistir.
SF 9%0,875 oraninda sodyum kloriir (NaCl)’iin tartilarak 100 mL saf su igerisinde
¢cOziindiiriilmesi ve otoklavda 121°C’ de 15 dk. steril edilmesi ile elde edilmistir.
Hazirlanan bu bakteri karisimindan 250 pL alinarak igerisinde 750 pL steril Skimmed
Milk Broth (LAB) bulunan vialler igerisine aktarilmistir. Vialler -80°C’de derin
dondurucuda bir gece bekletilmis ve ertesi giin liyofilizator cihazinda (CHRIST, Alpha 2-4
LD plus) dondurulup, kurutularak toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen kiiltiirler

+49C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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3.5. Laktobasillerin Kiiltiir Ortamminda EPS Uretimlerinin Belirlenmesi

EPS’nin saflastirilmasi

Bu calismada L. salivarius BiS312, BiS722, BiS820 ve ZDM2132 suslar ile L. reuteri
BiS612 susunun EPS iiretim miktarlarmn belirlenmesinde ilgili metot modifiye edilerek
kullanilmistir (Marshall ve Rawson, 1999). Lactobacillus cinsine ait bakteri kiiltiirleri
37°C’de MRS broth besiyerinde en az iki kez aktiflestirildikten sonra ¢aligmaya alinmustir.
Aktiflestirilmis bakteriler, Den-1 cihazinda (Densitometer, bioSan) McFarland 7 bulaniklik
degerine (~7,3 log kob/mL) ayarlanarak standart bir bulaniklik degeri olusturulduktan
sonra, MRS broth besi ortamlarina %2 oraninda asilanmis ve 37°C’de 18-20 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rneklerden 1’er mL ependorf tiiplerine
alinarak, 95°C’de 10-15 dk. benmari usulii 1sitilmistir. Ornekler oda sicakligina gelinceye
kadar sogutulmus ve 1 mL’lik 6rnekler tizerine %85°lik trikloraasetikasit (TCA, Sigma)
ilave edilerek 13000 rpm’de 25 dk. santrifiij (NF 400, Niive) edilmistir. Santrifiij
sonucunda filtratlar yeni ependorf tiiplerine alinarak, lizerlerine 1 (siipernatant)’e 3 (alkol)
oraninda soguk saf %96’lik etanol (Sigma) eklenmistir. Ornekler +4°C’de 13000 rpm’de
25 dk. santrifiij edilerek EPS’nin presipite olmasi saglanmistir. Presipite olan EPS’nin
tizerindeki etanol uzaklastirilmis ve iizerine 1 mL %96’lik etanol eklenmis ve yeniden +4
°C’de 13000 rpm’de 25 dk. santrifiij edilmistir. Bu islemin ardindan presipite olan EPS’nin
tizerindeki etanol yine uzaklastirilmis ve pellet 1 mL distile suda ¢6ziildiikten sonra, fenol
stilfiirik asit metodu uygulanarak dalga boyu okuma (OD okuma mg/L) islemi ile her

bakteri susu i¢in EPS miktar1 belirlenmistir.

Fenol-siilfirik asit metodu ile EPS miktarinin belirlenmesi

Fenol-siilfirik asit metodu yontemi ile EPS miktarlarinin belirlenmesinde ilgili metot
modifiye edilerek uygulanmigtir (DuBois, Gilles, Hamilton, Rebers ve Smith, 1956). 1 mL
distile suda ¢oziilen pelletler ve 1 mL saf su (korv olarak kullanilmistir), cam tiipler
iceresine aliarak c¢eker ocakta, tizerlerine 0,5 mL fenol (Sigma) ve 5 mL siilfiirik asit
(Merck) eklenerek, oda sicakliginda 10 dk. bekletildikten sonra, vorteks yardimi ile iyice
karistirilmis ve 37°C’de 20 dk. bekletilmistir. Sonrasinda 6rneklerin optik yogunluklari,
490 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢tilmiistiir.
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Glukoz standardina gore EPS miktariin belirlenmesi

Lactobacillus cinsi bakterilerin irettigi EPS miktarinin mg/L olarak hesaplanabilmesi
amaci ile 50-500 mg/L arasinda degisen oranlarda hazirlanan glukoz ¢6zeltilerinden
yukarida verilen fenol siilfirik asit metoduna gore glukoz standardi hazirlanmistir. Olgiilen
degerlere gore bir standart egrisi (bk. Sekil 3.1) ¢ikarilarak elde edilen y=0,0038x-0,0528
formiilii, Lactobacillus cinsi bakterilerin drettigi EPS miktarlarinin  mg/L  olarak

hesaplanmasinda kullanilmistir.

Glukoz Standard
. y=0,0038x-0,0528
1 .
16 o
14 T
12 ¥

480 nm OD

R
P R S

Konsantrasyon (mgiL)

Sekil 3.1. Glukoz standart egrisi
3.6. EPS’lerin Kiiltiir Ortamindan Kismi Saflastirilmasi ve Lizofilizasyonu

Calismada kullanilan L. salivarius BiS312, BiS722, BiS820 ve ZDM2132 suslar ile L.
reuteri BIS612 susundan elde edilen EPS’nin liyofilizasyonu igin ilgili metot modifiye
edilerek kullanilmistir (Kanmani, Yuvaraj, Paari, Pattukumar ve Arul, 2011). Lactobacillus
kiiltiirleri 37°C’de MRS broth besiyerinde en az iki kez aktiflestirildikten sonra ¢alismaya
alimmistir. Aktiflestirilmis bakteriler, 800 mL’lik biiyiikk hacimli besiyeri igerisine %2
oraninda ekilmis ve EPS iiretiminin gerceklesmesi igin 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyondan sonra kiiltiirler 10 dk. 95°C’de sicak su banyosunda (Hitachi) tutulmustur.
Bu islemin ardindan oda sicakligina gelene kadar sogutulan kiiltiirlere %4 oraninda
%80°’lik TCA (Sigma) eklenerek, iki saat manyetik karistiricida karistirilmig ve 9.000
rpm’de 15 dk. santrifiij yapilarak proteinler ¢oktiiriilmiistiir. Bu islemden sonra siipernatant
bir balonda toplanmis ve {izerine ii¢ kat1 kadar soguk %96’lik etanol (Sigma) eklenerek bir
gece +4°C’de bekletilmistir. Bekletme isleminin ardindan 6rnekler 9.000 rpm’de 15 dk.

santrifiij edilerek, EPS c¢oktiiriilmistir. Cokmiis olan EPS’lerin {izerindeki etanol
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uzaklastirilarak, EPS’ler 1 mL distile saf suda ¢oziinmiis ve viallere 500 mL olacak sekilde
dagitilmistir. Ardindan bir gece -80°C’de derin dondurucuda bekletilmistir. Viallerde
bulunan saflastirllmis EPS’ler liyafilizator cihazinda dondurmak sureti ile kurutulup toz
haline getirilerek liyofilize EPS (L-EPS) elde edilmistir (bkz. Resim 3.1).

9

Resim 3.1. Bos vial griintiisii (solda), liyofilizasyon sonrast vialde toz haline getirilen
L. salivarius BIS722 susunun L-EPS goriintiisii (sagda)

3.7. L-EPS’lerin Fenol Siilfirik Asidi Metodu ile EPS Miktar Tayini

Izole edilip, liyofilizasyon islemi ile toz haline getirilen L-EPS’lerin miktarlarmi 6lgmek
icin, her bir vialde bulunan L-EPS’ler 1 mg/L oraninda distile su igerisinde
coziindiriilmiistiir. Elde edilen slispansiyondan 1 mL alinmis ve miktar 6l¢liimii i¢in Boliim
3.5. basghig1 altinda anlatilan fenol-siilfiirik asit metodu uygulanarak, L-EPS’lerin EPS

miktarlar1 belirlenmistir.

3.8. Kiiltiir Ortamindaki EPS’ler ile L-EPS’lerin EPS Miktarlar1 Karsilastirilmasi

Kiiltiir ortamindan elde edilen EPS’ler Bolim 3.5 bashigir altinda anlatilan EPS’nin
saflagtirilmas1 metoduna gore saflastirildiktan sonra 1 mg/mL oraninda distile su ic¢inde
¢cOzlindiirilmiistiir. Bolim 3.6 basliginda verilen metoda gore toz haline getirilen L-
EPS’ler de 1 mg/L oraninda distile su igerisinde c¢oziindirilmistir. Bu iki sekilde
hazirlanan ¢ozeltilerden 1’er mL cam tiipler i¢ine alinarak EPS miktar tayini Boliim 3.5

baslig1 altinda verilen fenol-siilfiirik asit metodu uygulanarak gerceklestirilmistir.
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3.9. Farkh Azot Kaynaklar1 ve Siikroz Kombinasyonlarinin L. salivarius Suslarinda
EPS Uretim Miktar1 Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada kiiltiir ortaminda yiiksek EPS iiretim kapasitesine sahip olan L. salivarius
BIS312, BIS722 ve ZDM2132 suslarinin EPS iiretim verimini artiracak azot kaynaklar1 ve
karbon kaynagi olarak siikroz kullanimi ile kombinasyonlarin belirlenmesi amaglanmistir.
Secilen azot kaynaklar1 ve karbon konusunda Cerning ve digerleri (1994), Ismail ve
Nampoothiri (2010) ile Khanh ve digerlerinin (2016) yapmis olduklari ¢alismalardan
yararlanilmigtir. Suslar, MRS besi ortamindaki biitiin bilesenler sabit tutularak, Cizelge
3.2’de verilen oranlarda azot kaynaklar1 ve silikroz konularak zenginlestirilmis besi
ortaminda gelistirilmistir. Kontrol besi ortam1 olarak MRS (bkz. Cizelge 3.1)

kullanilmastir.

Cizelge 3.2. MRS besiyerinin zenginlestirilmesinde kullanilan azot kaynaklar1 ¢esitleri ve
oranlari ile siikroz orant

Azot Kaynaklar ve Siikroz % Oranlar®
Besiveri Icerigi 0,5 1,0 2,0
Kontrol Grubu? - - -

N Kaynaklari

Pepton +P - -
Beef Extract +BE - -
Tripton - +T -
C Kaynag

Stikroz - - +S

8 Cizelge 3.1.’de verilen MRS broth besiyeri ortami (bkz. Boliim 3.3)
b Cizelge 3.1.’de verilen MRS broth besiyeri icerisine ilave edilen azot kaynaklari ve siikroz

Besi ortamu igindeki azot kaynaklari gesitleri ve oranlari ile siikroz oraninin, segilen L.
salivarius suglarmin EPS iiretim kapasitelerine olan etkisi belirlenmistir. Tripton ile
stikrozun birlikte kullanimiin EPS iiretim kapasitesini artirict etkisi olup olmadiginin
tespit edilmesi icin iki farkli kombinasyon hazirlanmistir. Birinci kombinasyonda suslar,
MRS besi ortamindaki biitiin bilesenler sabit tutularak, %1 tripton ve %2 siikroz konularak
zenginlestirilmis besi ortaminda gelistirilmistir. ikinci kombinasyonda ise MRS besi
ortamindaki %2 glukoz ¢ikarilarak yerine %2 siikroz ilave edilmis ve %21 tripton ile
zenginlestirilmis MRS besi ortaminda gelistirilmistir. Yine bu ¢alismada da kontrol besi

ortami1 olarak MRS (bkz. Cizelge 3.1) kullanilmistir. Suslarin besi ortamlarinda tirettikleri
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EPS’lerin belirlenmesi Bolim 3.5°de verilen yonteme gore yapilmistir. Tim o6rnekler
spektrofotometrede 490 nm optik yogunlugunda (OD) 6l¢iilmiis ve Sekil 3.1°de verilen
glukoz standart egrisi grafigine gére EPS miktarlari, mg/L olarak hesaplanmustir.

3.10. L. salivarius BiS820 ve L. reuteri BiS612 Suslarmmin Gelisim Egrilerinin
Belirlenmesi

Tavuk bagirsak mikrobiyotasinda dominant olarak bulunan ve tavuk bagirsak mikrobiyota
dengesi i¢in 6nemli olan L. salivarius BiS820 ve L. reuteri BIS612 suslari, L. salivarius
BiS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin fermente edilebilme ve yine bu
suslardan elde edilen L-EPS ile filtratlarin laktik asit bakterisi gelisimi diizenleyici (LGD)
etkilerinin belirlenmesi deneylerinde test bakterisi olarak kullanilmistir. Bu amagla bu
suslarin gelisim egrileri ¢ikarilmig ve bu sonuglardan elde edilen verilere gore deneylerde
gelistirilmistir. L. salivarius BiS820 ve L. reuteri BIS612 suslar1 McFarland standardina
gore 7 bulaniklik degerine ayarlanmis ve her bir McFarland 7 bulaniklik degerine
ayarlanan tiiplerden MRS broth igerisinde %2’lik ekim yapilmistir. Lactobacillus kiiltiirleri
37°C’de MRS broth besiyerinde en az iki kez aktiflestirildikten sonra ¢alismaya alinmustur.
Aktiflestirilen Lactobacillus kiiltiirleri farkli siirelerde (18-24-36 ve 48 saat) 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Gelisim siireleri sonunda Giirgiin ve Halkman (1990)’m sayim
yontemine gore koloni sayimi yapilmistir. Bakterilerden %2 oraninda alinmig ve igerisinde
1 mL serum fizyolojik (SF) ¢dzeltisi bulunan ependorfa aktarilarak 10’ den 107°e kadar
ti¢ paralel olmak ftizere seri diliisyonlar yapilmistir. Calismada kullanilan SF, %0,875
oraninda sodyum kloriir (NaCl)’iin tartilarak 100 mL saf su igerisinde ¢oziindiiriilmesi ve
otoklavda 121°C’ de 15 dk. steril edilmesi ile elde edilmistir. 103-107 diliisyonlar:
arasindan MRS agar besiyerlerine drigalski 6zesi ile yayma ekim yapilmistir Ekim yapilan
tiim petriler 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon sonrasi besiyerinde
olusan tiim koloniler sayilmis ve 1/0,1 X Ortalama Koloni Sayis1 X Seyreltme Faktorii
(Koloni Saymmi) formiiline gore toplam bakteri sayisi log kob/mL cinsinden

hesaplanmuistir.
3.11. L-EPS’lerin Laktobasiller Tarafindan Fermente Edilmesi

Laktobasillerin L-EPS’yi fermente edip edemediklerini arastirmak igin, Tsuda ve
digerlerinin (2018) yapmis olduklar1 ¢alismadan yararlanilmistir. MRS broth besiyerinde

%?2 oraninda bulunan glukoz tamamen ¢ikarilmis ve yerine ayni miktarda L. salivarius
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BiS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen L-EPS’ler 0,45 pm por capli disposable
filtrelerden gegirilerek (L-EPSgis312 ve L-EPSgis722) eklenmistir. Kontrol gruplarinda ise
MRS broth besiyeri (bkz. Cizelge 3.1) kullanilmustir. L. salivarius BiS820 ve L. reuteri
BiS612 suslarina ait aktif bakteri kiiltiirleri McFarland 7 bulaniklik degerine ayarlanmis
(~7,3 log kob/mL) ve aktif kiiltiirler yukarida anlatildigi gibi hazirlanan besi yerlerine %2
oraninda asilanarak, 37°C’de siras1 ile 24 ve 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda kiiltiirlerin pH degisimleri pH metre (Hanna) ile dl¢iilmiis ve canlilik degerleri
Bo6lim 3.10’da anlatilan Giirgiin ve Halkman (1990)’in sayim yontemine gore Seri

diliisyonlar yapilarak log kob/mL cinsinden hesaplanmastir.

3.12. L. salivarius BiS312 ve BiS722 Suslarmmn Kiiltiir Filtratlar1 ve L-EPS’lerinin
L. salivarius BIS820 ve L. reuteri BIS612 Suslar1 Uzerinde Laktobasil Gelisim
Diizenleyici (LGD) Etkisinin Belirlenmesi

Kiiltiir filtratlar1 ve L-EPS’lerin LGD etkisinin belirlenebilmesi i¢in, L. salivarius BiS312
ve BiS722 suslarmn, farkli konsantrasyonlardaki (%2,5, %5 ve %10) kiiltiir filtratlar:
(Filtratpis312 ve Filtratsis722) ve L-EPS’leri (L-EPSgis312 Ve L-EPSgis722) L. reuteri BIS612
ve L. salivarius BiS820 suslar1 iizerinde denenmistir. Test bakterisi olarak iki farkli sus
kullanilmasinin  nedeni L. salivarius BIS312 ve BIiS722 suslarinm, farkli
konsantrasyonlardaki kiiltiir filtratlart ve L-EPS’lerinin farkli tiirler {izerinde gelisimi

diizenleyici etkisinin ortaya konulmak istenmesidir.

Kiltir filtratlarinin  LGD  etkisinin belirlenmesinde, MRS besiyerine McFarland 7
bulaniklik degerine (~7,3 log kob/mL) ayarlanan aktif L. salivarius BiS312 ve BiS722
suslarina ait bakteri kiiltiirleri %2 oraninda asilanmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon
sonunda, kiiltiirler 13000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Laktik asit bakterilerine ait
filtratlar (Filtratgis3i2 ve Filtratgis722) 0,45 um por ¢apli disposable filtrelerden gegirilerek,
igerisinde glukozu tamamen ¢ikarilmis steril 5 mL MRS broth besiyerlerine %2,5, %5 ve
%10 oranlarinda ilave edilmistir. Bu deney tiiplerine L. reuteri BIS612 ve L. salivarius
BIS820 suslarma ait aktif bakteri kiiltiirleri, McFarland 7 bulaniklik degerine (~7,3 log
kob/mL) ayarlanarak %2 oraninda asilanmistir. L-EPS’lerin LGD etkisinin
belirlenmesinde Bolim 3.6’da verilen yonteme gore liyofilize edilen L-EPS’ler
kullanilmistir. L. reuteri BIS612 ve L. salivarius BIS820 suslarina ait aktif bakteri
kiiltiirleri, McFarland 7 bulaniklik degerine ayarlanarak, igerisinde %2,5, %5 ve %10

oranlarinda 0,45 um por ¢apl disposable filtrelerden gegirilmis L-EPSgis312 ve L-EPSgis722
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bulunan ve glukozu tamamen ¢ikarilmis 5 mL steril MRS broth besiyerlerine, %2 oraninda
astlanmistir. Glukozu tamamen ¢ikarilmis 5 mL steril MRS broth besiyeri negatif kontrol
grubu, MRS broth besiyeri (bkz. Cizelge 3.1) ise pozitif kontrol grubu olarak

kullanilmastir.

Kiiltiir filtratlar1 ve L-EPS’lerin LGD etkisini ticari olarak kullanilan iniilin prebiyotigi ile
karsilastirmak i¢in glukozu tamamen ¢ikarilmis 5 mL steril MRS broth besiyeri bulunan
deney tiiplerine Filtratgis3i2, Filtratgis72o, L-EPSgis3i2 Ve L-EPSgis722 yerine ayni oranlarda
(%2,5, %5 ve %10) inulin eklenmistir. Pozitif ve negatif kontrol grubu deney tiipleri ile
iniilin eklenen deney tiiplerine L. reuteri BIS612 ve L. salivarius BiS820 suslarina ait aktif
bakteri kiiltiirleri, McFarland 7 bulaniklik degerine (~7,3 log kob/mL) ayarlanarak, %2
oraninda asilanmistir. L. reuteri BiS612 susunun asilandigi tiim deney tiipleri 37°C’de 18
saat, L. salivarius BIS820 susunun asilandigi tiim deney tiipleri ise 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda deney tiiplerinden %2 oraninda bakteri
alimmig ve igerisinde ImL SF ¢ozeltisi (bkz. Bolim 3.10) bulunan ependorfa aktarilarak
10V’ den 10®e kadar ii¢ paralel olmak iizere seri diliisyonlar yapilmistir. 1071-10%
diliisyonlar1 arasindan MRS agar besiyerlerine drigalski 6zesi ile yayma ekim yapilmis ve
37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyerinde olusan tiim koloniler
sayllmis ve koloni sayim formiiliine gore (bkz. Bolim 3.10) toplam bakteri sayist log

kob/mL cinsinden hesaplanmustir.

3.13. Antikoksidiyal Yem Katki Maddesi Olarak Kullanilan Salinomycinin
Laktobasiller Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Bu caligmada tavuklarda antikoksidiyal yem katki maddesi olarak kullanilan ticari
salinomycinin tavuk mikrobiyotas1 ve Ozellikle faydali mikrobiyotayr temsil eden
laktobasillere ne diizeyde etkisinin oldugunun ortaya konulmasi amaglanmistir.
Salinomycinin 0,250 mg/L, 0,275 mg/L, 0,300 mg/L ve 0,350 mg/L konsantrasyonlarinin
tavuk bagirsaginda dominant olan L. salivarius Bi312 ve BiS722 suslarnin canlilig
tizerindeki etkisi arastirilmigtir. Konsantrasyonlarin belirlenmesinde, "Yem Katkilar: ve
Premikslerin Uretimi, Ithalati, Ihracati, Satisi ve Kullanimi Hakkinda Tebligde Degisiklik
Yapilmasina Dair Teblig" den yararlamlmistir. 26511 sayili Resmi Gazete (2007)’de
yayimlanan Teblig’e gore, salinomycinin pili¢ yemlerindeki aktif miktarin en az 50 mg/kg,
en ¢ok 70 mg/kg olacak sekilde kullanilmasina izin verilmistir. /n vitro deney ortaminda

salinomycine karsi koruyuculugunu test edecegimiz bakteriler 5 mL MRS broth
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besiyerinde gelistirildiginden hesaplamalar buna gore dogru orant1 kurularak yapilmistir. 5
mL’lik ortamda kullanilabilecek salinomycin miktar1 en az 0,250 mg/L, en ¢ok ise 0,350
mg/L’dir. Deney i¢in ti¢ farkli grup besiyeri hazirlanmistir. Birinci grup besiyeri
salinomycinin 0,45 um por ¢aph disposable filtrelerden gegirilerek steril ortamda 5 mL
MRS broth besiyerlerine 0,250 mg/L, 0,275 mg/L, 0,300 mg/L ve 0,350 mg/L oranlarinda
ilave edilmesi ile hazirlanmustir. Ikinci grup besiyeri 5 mL MRS broth besiyerlerine 0,45
pum por caplt disposable filtrelerden gegirilerek hazirlanan, %10 oraninda L-EPSgis312, L-
EPSgis722, Filtratgissi> ve Filtratgis722 ilave edilmis deney tiiplerine, 0,45 um por ¢apli
disposable filtrelerden gecirilerek steril ortamda 0,250 mg/L, 0,275 mg/L, 0,300 mg/L ve
0,350 mg/L, salinomycin eklenmesi ile hazirlanmustir. Ugiincii grup besi ortaminda sadece
5 mL MRS broth besiyeri (bkz. Cizelge 3.1) kullanilmistir. Aktif bakteri kiiltiirleri
McFarland 7 bulaniklik degerine (~7,3 log kob/mL) ayarlanmis ve %3 oraninda asilanarak
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir ortamindan
%3 oraninda alinan bakteri, icerisinde 1 mL SF ¢ozeltisi (bkz. Boliim 3.11) bulunan
ependorfa aktarilarak 10%’den 10®¢ kadar iic paralel olmak iizere seri diliisyonlar
yapilmustir. Diliisyonlar arasindan MRS agar besiyerlerine drigalski 6zesi ile yayma ekim
yapilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 besiyerinde olusan
tiim koloniler sayilmis ve koloni sayim formiiliine gére (bkz. Boliim 3.10) toplam bakteri

say1si log kob/mL cinsinden hesaplanmustir.

3.14. Laktobasil ve Sinbiyotiklerin Adezyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu calismada, en yiiksek LGD aktivitesi gdsteren ve ayni zamanda yiiksek EPS {ireticisi
olan L. salivarius BIS722 susu kullanilmistir. L. salivarius BIS722 susu (probiyotik
uygulama) ve bu sus ile bu sustan elde edilen L-EPS ve filtrat kombinasyonlarinin
(sinbiyotik uygulama) HT-29 hiicre hattinda (bkz. Resim 3.2) tutunma yetenenegi ilgili

adezyon deneyi metodu modifiye edilerek ¢alisilmistir (Jacobsen ve digerleri, 1999).
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40 pm

Resim 3.2. Adezyon deneyinde kullanilan HT-29 hiicre hatt1

Hiicrelere uygulanan L. salivarius BiS722 susu McFarland 10 yogunluguna (=9 log
kob/mL) ayarlanmistir. Bunun yaninda hiicrelere uygulanan filtratlar ise, McFarland 7
bulaniklik degerine (~7,3 log kob/mL) ayarlanan aktif L. salivarius BiS722 susuna ait
bakteri kiiltiirinin MRS besiyerine %2 oraninda asilanmasi ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin 13000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek, L. salivarius
BiS722 susuna ait filtratin 0,45 pm por c¢apli disposable filtreden gecirilmesi ile
hazirlanmistir. Hiicrelere uygulanan L-EPS’lerde ise Boliim 3.6°da verilen yonteme gore
liyofilize edilen L-EPS’ler kullanilmistir. HT-29 hiicreleri 4 mL DMEM besiyeri ile
birlikte 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyulu mikroplaklara aktarilmis ve besiyeri giin
asirt degistirilmistir. %80 yogunluga ulasan hiicreler, ¢alismaya alinmistir. Adezyon
deneyinden 24 saat 6nce, hiicrenin gelistigi DMEM besiyeri atilarak antibiyotik igermeyen
4 mL DMEM besiyeri ilave edilmistir. 24 saat sonunda hiicreler 2 kez 3 mL tuzlu fosfat
tamponu PBS (pH 7,4) ile yikanmistir. Burada kullanilan PBS, 8,0 g NaCl, 5,2 g KoHPO,
7,1 g NazHPO4 ve 2,0 g KCI tartilarak bir miktar distile suda ¢oziilmiis ve son hacmi
distile su ile 1000 mL’ye tamamlanarak manyetik karistiricida tiim maddeler homojen hale
gelinceye kadar karistirilip, pH 7,20 + 0,02’ye ayarlanmasi ile elde edilmistir. Daha sonra
hiicrelere serum ve antibiyotik igermeyen 2 mL DMEM besiyeri eklenmis ve hiicreler 37
°C’de 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra McFarland 10 yogunluguna
(~9 log kob/mL) ayarlanan aktif L. salivarius BIS722 susu ve diger sinbiyotiklerden (L.
salivarius BiS722 susu ile birlikte L-EPSgis722 Ve Filtratgis722) 1 mL alinmis ve serum ile
antibiyotik icermeyen 1 mL DMEM besiyeri ile hiicrelere uygulanmistir. Uygulamanin
ardindan hiicreler 37 °C’de %5 CO2’li etiivde 3 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyondan sonra, hiicreler 5 kez PBS ile yikanmistir. Yikamadan sonra her bir

kuyucuga hiicrelerin tespit edilmesi i¢in 3 mL metanol eklenmis ve oda sicakliginda 10 dk.
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inkiibasyona birakilmistir. Sonra, metanol uzaklastirilmis ve sabitlenen hiicreler %40°1ik
Giemsa boyasi ile boyanarak oda sicakliginda 20 dk. bekletilmistir. Boyamadan sonra
kuyular %96’lik etanol (Sigma) ile yikanmis ve boylelikle fazla boya uzaklastirilmistir.
Sonra hazirlanan preparatlar immersiyon yagir ile mikroskopta (Leica, Germany)
incelenerek, bakteri ve hiicrelerin sayimi yapilmigtir. Deney sonucunda adezyon yiizdesi
(%AD) bakteri tutunmus epitel hiicre sayisi/toplam hiicre sayist X 100 (Otero ve Nader-
Macias 2007), Adezyon indeksi (ADI) ise, bakteri sayis1/100 hiicre formiilii kullanilarak
hesaplanmistir. ADI’nin degerlendirilmesi; ADI >2500 ise giiclii adezyon, ADI; 2500 ile
500 arasinda ise iyi adezyon, ADI; 500 ile 100 arasinda ise zayif adezyon ve ADI<100 ise
adezyon yok seklinde yapilmistir (Guglielmetti ve digerleri, 2010; Santagati, Scillato,
Patané, Aiello ve Stefani, 2012).

3.15. istatistiksel Analizler

Tim mikrobiyolojik c¢alismalar ii¢ paralelli ve iki tekrarli olarak yapilmistir. Bu
caligmalardan elde edilen sonuglar ve bu tekrarlarin ortalamasi + standart sapma (SD)

seklinde verilmistir.

Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanmilmistir. Calismada kullanilan laktik asit bakterilerinin EPS iiretim miktarlar
arasindaki farkliligin ve farkli azot kaynaklari ile siikrozun EPS firetimi {izerindeki
etkilerinin belirlenmesi ¢alismalarinda, besi ortami ve suslar arasindaki EPS miktar
farkliliginin anlamli olup olmadigi LSD ve Tukey (p<0,05) testleri ile analiz edilmistir. L.
salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen EPS’ler ile L-EPS’lerin miktarlar
arasindaki farklar ile besi ortaminda kullanilan azot kaynaklarina (tripton, pepton, beef
exctract) gore EPS ve L-EPS miktarlar arasindaki farklar t-Testi (p<0,05) ile analiz
edilmistir. LGD aktivitesinin belirlenmesinde kontrol olarak kullanilan ticari prebiyotik
intilinin, L-EPS ve kiiltiir filtratlarmin laktobasil gelisimi diizenleyici aktiviteleri
arasindaki farklar LSD ve Tukey (p<0,05) testleri ile analiz edilmistir. Antikoksidiyal
salinomycinin laktobasil ve sinbiyotikler tiizerine etkisinin belirlendigi ¢alismalarda
probiyotik sus ve laktobasil kaynakli L-EPS ile filtratlarin koruyucu etkisi arasindaki
farkliliklarinin analizinde t-Testi, LSD ve Tukey (p<0,05) testleri kullanilmistir. Adezyon
caligmasinda ise probiyotik ve sinbiyotik uygulamalarunin adezyon indekslerinin

arasindaki farkliligin anlamli olup olmadigi t-Testi (p<0,05) analizleri ile belirlenmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR
4.1. Cahismada Kullanmilan Bakteriler

Bu calisma kapsaminda kullanilan Lactobacillus cinsine ait izolatlar, Gazi Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan,
TAGEM/15/AR-GE/40 kodlu “Probiyotik Kaynakli Ekzopolisakkaritlerin (EPS) Kanatli
Yemlerinde Prebiyotik Katki Olarak Kullanilmasimin Arastirilmasi” projesi kapsaminda
serbest gezen saglikli koy tavuklarinin bagirsagindan izole edilmis ve tanimlamalari
yapilmis 50 izolat arasindan yiiksek EPS iiretim kapasitelerine gore secilmistir. Suslarin
fizyolojik ve biyokimyasal testleri ile molekiiler diizeyde tanimlamalar1 proje kapsaminda

farkl bir ¢alismada yapilmis oldugundan sonuglar bu tez kapsaminda verilmemistir.

Calisma kapsaminda kullanilan L. salivarius BiS312, BiS722, BiS820 ve ZDM2132
suslar1 ile L. reuteri BIS612 suslarmin saflik kontrolleri her ¢alismada ¢izgi ekim ve
mikroskobik inceleme ile yapilmistir. Calismada kullanilan, laktik asit bakterilerine ait iki
farkli Lactobacillus cinsine ait tiiriin Gram boyama sonucunda 1sik mikroskobundaki

(Leica, Germany) goriintiileri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

______

Resim 4.1. Calismadan kullanilan L. salivarius susunun 1s1ik mikroskobundaki goériintiisii
(100X)
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4.2. Bakteri Kiiltiirlerinin ve Liyofilizelerinin EPS Miktarlari

Calismada kullanilan bes farkli laktobasil susunun kiiltiir ortaminda {rettikleri EPS
miktarlar1 Boliim 3.4’de anlatildig1 gibi fenol-siilfirik asit metoduna gore belirlenmistir.
Tiim suslarin kiiltiir ortaminda iirettikleri EPS miktarlar1 358-440 mg/L olarak degisirken,
L-EPS’ler 450-550 mg/L olarak belirlenmistir. Suslarin kiiltiir ortaminda tirettikleri EPS ile
L-EPS’ler birbirini dogrulamistir. Sonuglar Cizelge 4.1°de {i¢ deneyin ortalamasi alinarak,
+ SD seklinde verilmistir. Liyofilizasyon sonrasi en yiiksek L-EPS miktar1, L.
salivarius’un BIS312 (550 mg/L) ve BiS722 (510 mg/L) suslarinda belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Suslarin kiiltiir ortamu ve liyofilizasyon sonrasi EPS miktarlari

Suslar ) i
L. salivarius BIS312 C440+2 ©550+3
L. salivarius BIS722 415+3 510+ 2

L. salivarius ZDM2132 365+ 2 460 + 4

L. salivarius BiS820 360 + 2 454 +3

L. reuteri BIS612 358 +3 450+ 3

a; 48 saat inkiibasyon sonunda kiiltiir ortamindaki EPS miktarlar1
b; Kiiltiir ortamindan saflastirilan L-EPS miktarlar:

4.3. Farkh Azot Kaynaklarmm ve Siikrozun L. salivarius Suslarinda EPS Uretimi
Uzerine Etkisi

Bu caligma igin, tavuk bagirsagi kaynakli yiiksek EPS iireticisi L. salivarius tiiriine ait
BIS312, BIS722 ve ZDM2132 suslart secilmistir. Calismada, prebiyotik olarak
kullanilmast diistintilen EPS’nin, probiyotik bakterilerde EPS tiretim kapasitesini arttirmak
icin farkli azot kaynaklar1 ve siikrozla zenginlestirilmis besiyeri ortamlarinin belirlenmesi
amaglanmistir. N kaynaklari her {i¢ susunda EPS iiretimini arttirmistir. Test edilen ii¢c susda
da en iyi EPS iiretimi %1 tripton ve %0,5 pepton ilavesi ile zenginlestirilmis MRS besiyeri
ortaminda belirlenmistir. %1 tripton igeren besi ortaminda, BIS312, BIS722 ve ZDM2132
suslarinin EPS tiretim kapasiteleri sirasi ile %11, %25 ve %42 artis gostermistir. %0,5
pepton igeren besi ortaminda ise, BIS312, BIS722 ve ZDM2132 suslarinin EPS iiretim
kapasiteleri sirast ile %35, %15 ve %31 artig gostermistir. Azot kaynagi ile zenginlestirilmis

besi ortamlarinda tiim Suslarda EPS iiretimi artmis ve bu artig diisiik EPS iireticisi suslarda



49

daha yiiksek oranda belirlenmistir. Tim uygulamalarda en iyi sonug¢ %1 triptonla
zenginlestirilmis besi ortaminda alinmistir ve yine tiim uygulamarda en yiiksek EPS iireten
susun da BiS722 oldugu belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.2°de ii¢ deneyin ortalamasi

alinarak + SD seklinde verilmistir.

Istatiksel olarak farkli N kaynaklar1 ilave edilmis MRS besi ortaminda kontrole gore
anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,05). %2 siikroz ilave edilmis besi ortaminda ise
her ii¢ susun EPS iiretiminde kontrol besi ortamina gore bir miktar artis oldugu goriilmekle

birlikte bu artis, dikkate deger bulunmamustir.

Cizelge 4.2. Farkli azot ve karbon kaynaklarinin kiiltiir ortaminda laktobasillerde EPS
iretimi (mg/L) tizerine etkisi

Bakteri EPS
Bakteri Suslari Besiyeri Icerigi? pH Yogunlugu Miktar1
(ODezo) (mg/L)
Kontrol® 3,7 2,6 43045
Azot Kaynaklari
%1 T® 3,7 2,6 475+3
L. salivarius BIS312 %0,5 P* 3,7 2,6 452+3
%0,5 B® 3,7 2,6 431+2
Karbon Kaynagif
%2 S 3,7 2,6 450+6
Kontrol® 3,7 2,6 400+3
Azot Kaynaklar
%1 T® 3,7 2,4 500+2
L . %0,5 P 3,7 2,6 460+2
L. salivarius BIS722 %0,5 Be 37 26 40943
Karbon Kaynagi'
%2 S 3,6 2,7 420+5
Kontrol® 3,7 2,6 339+3
Azot Kaynaklari
%1T® 3,7 2,5 480+2
L. salivarius ZDM2132 %0,5 P4 3,7 2,6 44443
%0,5 B* 3,7 2,7 349+3
Karbon Kaynagi'
%2 S 3,6 2,7 34144

a; Azot ve karbon kaynaklari ve oranlarina gore besi ortamlari

b; MRS besiyeri

c; %1 tripton ilave edilerek zenginlestirilmis MRS besi ortami

d; %0,5 pepton ilave edilerek zenginlestirilmis MRS besi ortanmu

e; %0,5 beef extract ilave edilerek zenginlestirlmis MRS besi ortami

f; Glukoz igermeyen MRS besiyerine glukoz yerine %2 siikroz ilavesi ile hazirlanmusgtir.
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4.4. Tripton ve Siikroz Kombinasyonlu MRS Besi Ortaminin L. salivarius Suslarinda
EPS Uretimi Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada, her ii¢ sus i¢inde (L. salivarius BIS312, BIS722 ve ZDM2132) en iyi EPS
iiretiminin belirlendigi azot kaynag: triptonun yanina siikrozun ilave edildigi, ayrica ayn
kombinasyonun glukozu ¢ikarilmis MRS besi ortamlarinda L. salivarius suslarinin EPS
iiretim kapasitesini ne yonde etkilediginin belirlenmesi amaglanmistir. Azot ve karbon
kaynagi ile zenginlestirilmis MRS besi ortaminda kontrole gore her ii¢ susda da EPS
iiretiminin 6nemli bir sekilde arttigi gozlenmistir. En yiiksek artig, her ii¢ sus icin de
glukozu gikarilmis MRS’ye %?2 siikroz ilavesi ve %1 tripton ile zenginlestirilmis MRS besi
ortaminda belirlenmistir. Tiim kombinasyonlarda en iyi EPS iiretimi ise BiS722 susunda
gorilmiistiir (MRSt+s’de 780 mg/L, Gluk-MRST+s’de 801 mg/L). Sonuglar Cizelge 4.3°de

iic deneyin ortalamasi alinarak, + SD seklinde verilmistir.

Istatiksel olarak tripton ve siikroz kombinasyonlu tiim MRS besi ortamlarinda kontrole

gore anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.3. Farkli azot ve karbon kaynagi kombinasyonlarinin kiiltiir ortaminda
laktobasillerde EPS iiretimi (mg/L) lizerine etkisi

Bakteri Suslari Besiyeri [gerigi* pH Baktezgl:{)c;il)mlugu EP(sz[/lll_()tan
Kontrol? 3,6 2,3 41845

L. salivarius BIS312 MRST+s? 3,4 2,3 573+1
Gluk-MRSt4s° 3,4 2,4 580+2
Kontrol? 3,6 2,3 41346

L. salivarius BIS722 MRST+s? 3,3 2,4 780+14
Gluk-MRSt4s° 3,3 2,4 801£10
Kontrol? 3,6 2,3 362+8

L. salivarius ZDM2132 MRST+s? 3,5 2,3 51545
Gluk-MRSt+s° 3,5 2,3 516+6

*Besi ortamu igerisindeki karbon ve azot kaynaklar1 kombinasyonu

a; MRS besiyeri

b; %1 tripton + %2 siikroz ilave edilerek zenginlestirilmis MRS besi ortami

C; Glukozu ¢ikarilarak yerine %2 siikroz ilave edilmis ve %1 tripton ile zenginlestirilmis MRS besi ortami

4.5, L. salivarius BiS820 ve L. reuteri BiS612 Suslarinin Gelisim Egrileri

Tavuk bagirsaginda dominant olarak bulunan L. salivarius BIS820 ve L. reuteri BIS612

suslar1, L. salivarius BiS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin fermente
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edilebilme ve yine bu suslardan elde edilen L-EPS ile filtratlarin laktobasil gelisimi
diizenleyici (LGD) etkilerinin belirlenmesi deneylerinde test bakterisi olarak kullanilmstir.
Bu amagla bu suslarin gelisim egrileri ¢ikarilmis ve bu sonuglardan elde edilen verilere
gore suslar deneylerde kullanilmistir. Sekil 4.2°de verilen bakteri gelisim egrilerine gore L.
salivarius BIS820 susunun en iyi gelistigi siire 24 saat (7,3 log kob/mL), L. reuteri BiS612

susunun ise 18 saat (7,3 log kob/mL) olarak belirlenmistir.

L. salivarius BIS820 Susunun Gelisim Egrisi L. reuteri BiS612 Susunun Gelisim Egrisi
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Sekil 4.1. L. salivarius BIS820 susu (solda) ile L. reuteri BIS612 susunun (sagda) gelisim
egrileri

4.6. Prebiyotik Olarak Kullanilma Potansiyeli Kapsaminda L. salivarius Suslarindan
Elde Edilen EPS’lerin Tavuk Bagirsaginda Dominant Olan Laktobasil Tiirleri
Tarafindan Fermente Edilebilme Kapasitesi

Bu ¢aligmada tavuk bagirsaginda dominant olan L. salivarius BIS820 ve L. reuteri BIS612
suslar1 se¢ilmis ve bu suslarin L-EPSgis312 Ve L-EPSgis722’yi fermente edebilme kapasitesi
arastirtlmistir.  Bu denemede laktobasillerin EPS’yi fermente edebilme kapasitesi
belirlenmesi durumunda L-EPS’lerin laktobasil gelisimini diizenleyici etkisinin ¢aligilmasi
planlanmistir. Denenen her iki Lactobacillus bakterisinde de glukozu ¢ikarilmig MRS besi
ortaminda kontrol MRS besi ortamina gore canliligin diistiigii ve dolaysi ile laktobasil
gelisimininde 6nemli dl¢iide diistiigli gortilmiistiir. Bunun yaninda glukoz ¢ikarilip, yerine
ayn1 oranda (%?2) L-EPSgis312 ve L-EPSgis722’nin eklendigi MRS besi ortaminda her iki
Lactobacillus bakterisinin kontrol MRS besi ortamindaki canliliga yakin bir artigin oldugu
ve laktobasillerin L-EPS’yi glukoz gibi fermente ederek gelisebildikleri belirlenmistir. L-
EPS’nin fermantasyonuna bagli olarak her iki Lactobacillus bakterisinin gelistigi besi
ortaminda pH’da da diisiis gézlenmis ve glukoz iceren MRS besi ortamindaki pH ile ayni
pH elde edilmistir. Bu da L-EPS’nin laktobasiller tarafindan fermente edilebildiginin bir

kanit1 olmustur.
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L. reuteri BiS612’nin L-EPS’yi daha iyi fermente ettigi (7,3 log kob/mL) tespit edilmistir.
Her iki Lactobacillus bakterisinde de L-EPSgiss12 ve L-EPSgis722’yi fermente edebilme
kapasiteleri mukayese edildiginde suslar arasinda onemli bir farklilik gozlenmemistir.

Sonuglar Cizelge 4.4’de ii¢ deneyin ortalamasi alinarak + SD seklinde verilmistir.

Istatiksel olarak her iki Lactobacillus bakterisinde L-EPSgis312 ve L-EPSgis722’nin ilave
edildigi besi ortamindaki canlilik sayisi arasindaki farkin kontrole goére anlamli oldugu

belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.4. Laktobasillerin BiS312 ve BiS722 suslarindan elde edilen L-EPS’yi fermente
edebilme kapasiteleri

. A Canlilik say1st

Bakteri Suglari Besiyeri Igerigi (log kob/mL) pH
MRS? 7,3+1,2 6,2

. . . C-MRs? 6,3+1,1 6,5
Lactobacillus salivarius BIS820 L-EPSpiss 1o° 71411 6.2
L-EPSgis722° 7,1:|:1,2 6,2

MRS? 7,3+1,2 6,2

. Lo C-MRSP 6,2 £1,1 6,5
Lactobacillus reuteri BIS612 L-EPSpiss o° 73411 6.2
L-EPSgis722° 7,3:|:1,1 6,1

a; MRS besiyeri ortami.
b; Glukozu ¢ikarilmis MRS besiyeri ortamu.
C; Glukozu ¢ikarilmis MRS besiyerine %2 oraninda L-EPS ilavesi ile hazirlanmistir.

4.7. L. salivarius Suslarindan Elde Edilen L-EPSgis312 ve L-EPSgis722’nin Laktobasil
Gelisimini Diizenleyici (LGD) Etkisinin Belirlenmesi

Bu calismada L-EPSgis312 ve L-EPSgis722’nin L. salivarius BiS820 ve L. reuteri BIS612
suslarma gosterdikleri LGD etkisi Bolim 3.9’da verilen yonteme goére arastirilmistir.
Probiyotik bakterilerden elde edilen EPS’lerin prebiyotik olarak kullanilabilmesi igin
oncelikle tavuk bagirsagindaki faydali bakterilerin (6zellikle laktobasillerin) gelisimini
diizenlemesi gerekmektedir. Bu ¢alismada EPS’lerin tavuk bagirsaginda dominant olan
laktobasillerin gelisimini ne diizeyde diizenledigini ortaya konulmaya c¢aligilmistir.
Kiiltiir ortamina glukoz yerine, L-EPSgis312 ve L-EPSgis722 %2,5, %5 ve %10 oraninda
olacak sekilde ilave edilmistir. Artan konsantrasyonlara gore L-EPS’ler laktobasil
gelisimini kontrol besi ortamina (MRS) gore 6nemli dlgiide arttirmistir. En yiliksek LGD
aktivitesi L-EPSpis722’li kiiltiir ortaminda L. reuteri BIS612 susunda goriilmiistiir. L-EPS
oranina bagli olarak kontrol besi yerine gore en yiiksek LGD etkisi %10 L-EPSgis722 iceren
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besi ortami oldugu tespit edilmistir. L-EPSgis722 kiiltiir ortamina %10 oraninda ilave
edildiginde BiS612 susunun MRS besi ortamindaki canlilig1 7,3 log kob/mL’den 8,3 log
kob/mL’ye ylikselmistir. Benzer sekilde L-EPSgis722 kiiltiir ortamina %10 oraninda ilave
edildiginde BIS820 susunun MRS besi ortamindaki canlilig1 7,3 log kob/mL’den 8,1 log
kob/mL’ye ylikselmistir. Laktik asit bakterilerinin iki susundan da elde edilen L-EPS’ler
ticari prebiyotik iniilinden daha yiiksek LGD etkisi gostermistir. Denenen iki L-EPS’den,
L-EPSgis722 LGD etkisi bakimindan 6ne ¢ikmistir. Sonuclar Cizelge 4.5’de {i¢ deneyin

ortalamasi alinarak + SD seklinde verilmistir.

Istatiksel olarak olarak her iki Lactobacillus bakterisinde %10 oraninda L-EPSgis312 Ve L-
EPSgis722’nin ilave edildigi besi ortamindaki canlilik sayisinda kontrol besi ortamina
(MRS) gore anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,05). Bunun yaninda her iki
Lactobacillus bakterisinde denenen tiim Kkonsantrasyonlarda (%2,5, %5 ve %]10)
L-EPSgis312 ve L-EPSgis722’nin ilave edildigi besi ortamindaki canlilik sayisinda ticari

prebiyotik iniilin iceren besi ortamina gore anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Sonuglar, L-EPSgis312 ve L-EPSgis722’nin ticari olarak kullanilan iniilin prebiyotigine

alternatif olacak sekilde tavuk prebiyotigi olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Cizelge 4.5. L-EPSgis312 Ve L-EPSgis722’nin L. reuteri BiS612 ve L. salivarius BIS820
suglari tizerine laktobasil gelisimi diizenleyici etkisi

BIS612 BIS820
(log kob/mL) (log kob/mL)
Kontrol? 7,3£1,1 7,3+1,1
C-MRSP 6,4+1,2 6,4+1,2
L-EPSgis722 (%)°
2,5 7,0£1,0 6,9+1,2
5 7,3+1,1 7,3t1.4
10 8,31,0 8,1£1,5
L-EPSgis312 (%)°
2,5 7,3+1,4 7,4+1,1
5 7,7+£1,6 7.5+1.2
10 8,2+1,0 7,6£1,2
Iniilin (%)
2,5 6,4+1,2 6,4+1,2
5 7,3+1,3 7.3+1,3
10 7,4+1,4 7,4+1,4

a; MRS besi ortamu.

b; %2 glukozu ¢ikarilmis MRS besi ortami

C; %2 glukozu ¢ikarilmis MRS besi ortamina farkli oranlarda L-EPS ilave edilmis besi ortamu.
d; %2 glukozu ¢ikarilmig MRS besi ortamina farkli oranlarda iniilin ilave edilmis besi ortamu.



54

4.8. L. salivarius Suslarindan Elde Edilen Filtratsissi2 ve Filtratsis722’nin Laktobasil
Gelisimini Diizenleyici (LGD) Etkisinin Belirlenmesi

Bu calismada Filtratpis312 Ve Filtratgis722’nin L. salivarius BiS820 ve L. reuteri BiS612
suslarina gosterdikleri LGD etkisi Boliim 3.10°da verilen yonteme gore arastirilmistir.
Boliim 4.7°de verilen benzer amagla, bu calismada da kullanilan laktobasil suslarinin
kiiltiir ortamindan elde edilen filtratlarinda suslarin tirettikleri EPS ile birlikte kiiciik
protein molekiilleri ve sekonder metabolitlerin de oldugu dikkate alinarak, EPS’nin yan1
sira protein molekiillerinin ve metabolitlerin laktobasil gelisimini diizenlemedeki roliiniin

ortaya konulmasi1 ve tek basina EPS uygulamasi ile mukayese edilmesi amag¢lanmustir.

Kiiltiir ortamina glukoz yerine, Filtratgis3i2 ve Filtratgisz2 %2,5, %5 ve %10 oraninda
olacak sekilde ilave edilmistir. Artan konsantrasyonlara gore kiiltiir filtratlar1 laktobasil
gelisimini kontrol besi ortamina (MRS) gore nemli 6l¢iide arttirmistir. En yiiksek LGD
aktivitesi Filtratgis722’li kiiltiir ortaminda L. reuteri BIS612 susunda goriilmiistiir. Kiiltiir
filtrat1 oranina bagli olarak kontrol besi yerine gore en yiiksek LGD etkisi %10 Filtratgis722
iceren besi ortami oldugu tespit edilmistir. Filtratgis722 kiiltiir ortamina %10 oraninda ilave
edildiginde BiS612 susunun MRS besi ortamindaki canlilig1 7,3 log kob/mL’den 8,8 log
kob/mL’ye yiikselmistir. Benzer sekilde Filtratgis722 kiiltiir ortamina %10 oraninda ilave
edildiginde de BiS820 susunun MRS besi ortamindaki canliligi 7,3 log kob/mL’den 8,3
log kob/mL’ye yiikselmistir. Laktik asit bakterilerinin iki susundan da elde edilen kiiltiir
filtratlar1 intilinden daha yiiksek LGD etkisi gostermistir. Denenen iki kiiltiir filtratindan,
Filtratgis72o LGD etkisi bakimindan 6ne ¢ikmistir. Sonuglar, Cizelge 4.6’da {i¢ deneyin

ortalamasi alinarak, = SD seklinde verilmistir.

Istatiksel olarak olarak her iki Lactobacillus cinsi bakteride denenen tiim
konsantrasyonlarda (%2,5, %5 ve %10) Filtratgis3 12 Ve Filtratgis722’nin ilave edildigi besi
ortamindaki canlilik sayisinda kontrol besi ortam1 (MRS) ve iniilin igeren besi ortamina
gore anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,05). EPS ve filtrat karsilastirildiginda, her
iki uygulamaninda sonuclarmin benzer oldugu ancak filtrat uygulamasinin EPS
uygulamalarina gére LGD aktivitesinin daha one ¢iktig1 dikkat ¢ekmistir. Sonugta, denen
her iki kiltir filtratinin da LGD etkisinin oldugu ve bu etkinin ticari olarak kullanilan
iniilin prebiyotiginden daha iyi oldugu belirlenmistir. Bu da probiyotik kullanimi yerine
tavuk bagirsagini diizenleyici probiyotiklerden elde edilen filtratlardan tavuk prebiyotik

katkis1 gelistirmenin miimkiin olabilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.6. Laktobasillerden elde edilen kiiltiir filtratlarinin laktobasil gelisimi diizenleyici

etkisi
BIS612 BiS820
(log kob/mL) (log kob/mL)
Kontrol? 7,3+1,1 7,3£1,5
C-MRSP 6,4+1,2 6,4+1,1
Filtratgis722 (%)°
2,5 8,5£1,0 7,6£1,2
5 8,6+1,1 7,6+1,4
10 8,8+1,1 8,3t1.4
Filtratgissi2 (%)°
2,5 8,6:1,4 7,6+1,1
5 8,06£1,4 7,7£1,2
10 8,7+1,5 8,3+1,2
Iniilin (%)
2,5 6,4+1,2 6,4+1,2
5 7,3+1,3 7,3£1,3
10 7,4+1,4 7,4+1,4

a; MRS besi ortamu.

b; %2 Glukozu ¢ikarilmis MRS besi ortami

¢; %2 Glukozu ¢ikarilmis MRS besi ortamina farkli oranlarda kiiltiir filtrat1 ilave edilmis besi ortamu.
d; %2 Glukozu ¢ikarilmis MRS besi ortamina farkli oranlarda iniilin ilave edilmis besi ortamu.

4.9. Antikoksidiyal Salinomycinin Laktobasil ve Sinbiyotikler Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

Calismada tavuklarda antikoksidiyal olarak yaygin kullanilan salinomycinin tavuk
bagirsak mikrobiyotasinda yaygin olan ve biyotanin dengesi dolayisi ile tavuklarin saglik
ve veriminde rol oynayan laktobasiller {izerindeki etkinin ortaya konulmasi amaglanmustir.
Ayn1 zamanda tavuk bagirsaginda dominant olan laktobasillerin canlilifi iizerinde
laktobasil kaynakli L-EPS ve filtratlarin koruyucu etkisinin arastirilarak ortaya konulmasi
amaglanmistir. Calisma i¢in, tavuk bagirsagi kaynakli yiiksek EPS iireticisi L. salivarius
tiiriine ait BIS312 ve BIS722 suslar tizerine salinomycinin 0,250 mg/L, 0,275 mg/L, 0,300
mg/L ve 0,350 mg/L konsantrasyonlari denenmistir. Bu suslarin salinomycine karsi
direngleri arastirilmis ve ayrica bu suslardan elde edilen filtrat ve L-EPS’lerin yine ayni

suslarda salinomycine kars1 koruyucu etkileri test edilmistir. Daha onceki ¢alismalardan en
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iyi sonu¢ alinan %10 konsantrasyonlu filtrat ve L-EPS salinomycin uygulamalarinda

kullanilmistir.

Probiyotik uygulamarda salinomycinin tiim konsatrasyonlarinda BIS312 ve BIS722
suslarmin kontrol grubuna gore canlilifinda 6énemli 6l¢iide diisiis gézlenmistir. En fazla
diisiis BIS722 susunda (0,275 mg/mL salinomisinli ortamda, 0,2 log kob/mL),
belirlenmistir. BIS312 susu, BIS722 susuna gére canliligmi daha iyi koruyabilmistir
(0,275 mg/mL salinomycinli ortamda, 2,4 log kob/mL).

Sinbiyotik uygulamalarda salinomycinin artan konsanrasyonlarinda her iki susda da
probiyotik olarak yalnizca bakterinin uygulandigi ortama gore canliligin korundugu dikkat
cekmistir. Filtratin sinbiyotik uygulamasinin, L-EPS’nin sinbiyotik uygulamasina gore
daha fazla 6ne ¢iktign goriilmiistiir. Filtratda en iyi sonucu L. salivarius BiS312 ve
Filtratgis312 sinbiyotigi gosterirken (0,350 mg/mL salinomisinli ortamda, 0,3 log kob/mL),
L-EPS sinbiyotiginde de benzer sekilde yine ayni susta L-EPSgis312 6ne ¢ikmistir (0,350
mg/mL salinomisinli ortamda, 0,2 log kob/mL). Sonuglar, Cizelge 4.7’de ii¢ deneyin

ortalamasi aliarak, = SD seklinde verilmistir.

Istatiksel olarak olarak her iki filtratin sinbiyotik uygulamasinm canlilik sayisinda
probiyotik olarak yalnizca bakterinin uygulandigi besi ortamina gore anlamli bir artis
oldugu belirlenmistir (p<0,05). Bu sonuglar tiim suslarda sinbiyotik uygulama olarak en iyi
canlilik degerinin kiiltiir filtrati eklenen ortam oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte
tim suslarin ortama sinbiyotik uygulama olarak L-EPS eklendiginde salinomisine karsi
canlilik sayisini iyi derece koruyabildigi gézlemlenmistir. Tavuk bagirsagini diizenleyici
probiyotiklerden elde edilen filtratlarin ve L-EPS’lerin sagladigi bu koruyuculuk
tavuklarda yem katki maddesi kapsaminda prebiyotik olarak kullaniminin &nemli

olabilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlarda salinomycinin L. salivarius BiS312 ve BIS722
suslariin canlilif1 tizerine etkisi

YB? ktfrl, Canlilik Sayis1
o oguniugu log kob/mL)
Uygulamalar Besiyeri (ODs20) (
Probiyotik Suslar Kontrol® 4,25 7313
Salinomycin
(mg/mL)P
L. salivarius BiS312 0,250 4,15 2,4+1,0
0,275 3,58 1,8+0,5
0,300 3,52 0,2+0,1
0,350 2,75 -
Kontrol? 4,28 7,2+1,4
Salinomycin
b
L. salivarius BiS722 (moggglo_) 417 1.440.9
0,275 3,50 0,2+0,1
0,300 2,76 -
0,350 2,75 -
Sinbiyotik
(Probiyotik Sus ve EPS Uygulamasi)
Kontrol? 4,25 7,3+1,3
Salinomycin
(mg/mL)P
0,250 4,20 3,4+1,1
L. salivarius BIS312+%10 L-EPSgis31» 0,275 4,15 2.5+1,0
0,300 3,50 1,8+0,5
0,350 3,50 0,2+0,1
Kontrol? 4,28 7,2+1,4
Salinomycin
b
L. salivarius BiS722+%10 L-EPSgis722 (mOg/nglo_) 497 24409
0,275 3,50 1,2+0,1
0,300 2,74 -
0,350 2,74 -
Sinbiyotik
(Probiyotik Sus ve Filtrat Uygulamasi)
Kontrol? 4,25 7,3£1,3
Salinomycin
(mg/mL)P
L. salivarius BIS312+%10 Filtratgis3i2 0,250 4,30 4,5+1,1
0,275 4,18 3,5+1,0
0,300 3,70 2,0£0,5
0,350 3,60 0,3+1,0
Kontrol? 4,28 7,2+1,4
Salinomycin
L . A (mg/mL)°
L. salivarius BIS722+%10 Filtratgis722 0.250 4,29 3.0£0.9
0,275 3,50 1,9+0,1
0,300 3,10 0,2+0,5
0,350 2,72 -

a; MRS besi ortaminda gelistirilen mikroorganizma.
b; MRS besi yerine salinomisin ilave edilen ortamda gelistirilen mikroorganizma.



58

4.10. Laktobasil ve Sinbiyotiklerin Adezyon Ozellikleri

Prebiyotik olabilme potansiyeli arastirilan laktobasil kaynakli filtrat ve EPS’lerin ayni
zamanda tavuk bagirsaginda dominant ve faydali laktobasillerin adezyonunda etkisi
onemlidir. Adezyon etkisi kuvvetli olan laktobasiller bagirsakta daha etkin
olabilmektedirler. Bu nedenle prebiyotiklerin faydali bakterilerin gelisimini stimule
etmesinin yaninda adezyonunu da artirtyor olmasi bitkisel kaynakli prebiyotiklere gore
onemli bir art1 olacaktir. Bu sebeple tavuk bagirsagindan izole edilen laktobasil kaynakli
EPS ve filtratlarin tavuk bagirsaginda dominant olan laktobasillerin adezyonundaki
roliiniin ortaya konularak filtrat ve EPS’nin bu &zellikleri bakimindan mukayese edilmesi
amaclanmistir. Calismada HT-29 adli kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti (ATCC®
HTB-38™) kullanilmistir. LGD aktivitesi en yiiksek olan L. salivarius BIS722 susunun ve
sinbiyotiklerin (bakteri ile L-EPS ve bakteri ile filtrat uygulamasi) HT-29 hiicresi adezyon
ozellikleri, adezyon yiizdesi (%) ve adezyon indeksi (ADI) olarak belirlenmistir. Incelenen
probiyotik susun yiiksek oranda (%90) HT-29 hiicresine adezyon gosterdigi tespit
edilmistir. Probiyotik susun filtrat ile uygulandiginda bu adezyonun arttig1 (%95) tespit
edilmistir. Sonuglar, Cizelge 4.8’de i{ic deneyin ortalamasi alinarak, + SD seklinde
verilmistir. Istatiksel olarak olarak EPS ve kiiltiir filtratinin sinbiyotik uygulamasinda,
probiyotik olarak yalnizca bakterinin uygulamasina gore adezyon indekslerinde anlamli bir

artis oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.8. L.salivarius BiS722 susu ve sinbiyotik (L.salivarius BiS722 susu ve
L-EPSgis722 ile Filtratgis722) uygulamasinin HT-29 hiicresine adezyon

yetenegi

Uygulamalar Adezyon (%)? ADIP
Probiyotik:

: +

L. salivarius BIS722 903 1800
Sinbiyotikler:
L. salivarius BIS722+L-EPSgis722 9243 1990
L. salivarius BIS722+Filtratgis722 95+2 2200

a; Bakteri tutunan hiicre sayis1
b; 100 hiicreye tutunan bakteri say1s1

Calismaya iliskin 151k mikroskobunda (Leica) ¢ekilen goriintiiler asagida verilmistir (bkz.
Resim 4.1 ve Resim 4.2).
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Resim 4.2. L. salivarius BiS722 susuna ait probiyotigin (A), bu susun L-EPSgis72 (B) ve
Filtratgis722  (C) ile  kombinasyonunun HT-29 hiicrelerine adezyon
yeteneklerinin 151k mikroskobu goriintiileri (100X)
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5. TARTISMA

Tavuk sindirim sistemi ¢ok cesitli mikrobiyotaya sahiptir. Bu mikrobiyotada gidalarin
par¢alanmasina ve sindirilmesine yardimct olan 900'den fazla bakteri tiirii bulunmaktadir
(Apajalahti, Kettunen ve Graham 2004; Wei, Morrison ve Yu 2013). Bakteriyel topluluklar
tavuklarin sindirim sistemi boyunca yer alan bolgelere gore biiyiik Olgliide degisiklik
gostermektedirler. Yapilan arastirmalarda Laktobasillerin %90 oraninda dominat olarak
tavuklarin sindirim sisteminde bulundugu bildirilmistir. Tavuklarda dominant olarak
bulunan Laktobasil tiirlerinden L. salivarius, L. reuteri, L. aviarius, L. acidophilus ve L.
johnsonii tiirleri 6n plana ¢ikmaktadir. L. salivarius tirti tavuklarin ince bagirsagin
jejunum bolgesinde yliksek oranda bulunmaktadir (Yeoman ve digerleri, 2012; Gong ve
digerleri, 2007; Feng ve digerleri, 2010; Pourabedin ve Zhao, 2015). Laktik asit bakterileri,
probiyotik olarak siklikla kullanilmaktadir. L. salivarius, probiyotik 6zellikleri bakimindan
tavuklar ic¢in yararh Ozellikleri ile 6ne ¢ikan bir tiirdiir. Lactobacillus cinslerinden
L. salivarius tiirii tavuk bagirsak epitel hiicrelerinde baskin olup, kulugkadan sonraki bir
giin icerisinde tavuk bagirsak epitel hiicrelerine yerleserek yerel mikrobiyotadaki yerini
alir. L. salivarius’un probiyotik olarak, tavuklarda bagirsak mikrobiyotasini yararh
mikroorganizmalar lehine degistirmek suretiyle sindirim ve absorbsiyonu kolaylagtirarak
laktobasil ve bifidobakteriler gibi faydali bakteri popiilasyonlarini arttirmak, bagirsaklarin
dogal konake¢is1 olmayan, bagirsak epitel hiicrelerine yapisarak kolonize olan ve atilmaya
kars1 direng gosteren, hastalik yapan patojen bakterilerin bagirsak yiizeyine tutunmalarini
ve c¢ogalmalarim1 engellemek, patojen bakterilerin {rettikleri B-glukozidaz ve f-
glukuronidaz enzim sentezini engellemek, yemden yararlanmayi arttirarak canli agirhiginda
artis gibi bir¢ok sagliga yararli etkileri bildirilmistir (Kizerwetter-Swida ve Binek, 2005;
Shokryazdan ve digerleri, 2017; Chaves, Brashears ve Nightingale, 2017; Chen, Zhu ve
Qiu, 2017). Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan tiretilen EPS’lerin bagirsakta bulunan
ve konakei sagligi agisindan yararli olarak kabul edilen Lactobacillus grubu bakteriler
tarafindan fermente edilerek onlar icin enerji kaynagi olusturdugu ve bu sekilde
Lactobacillus ve Bifidobacterium grubu bakterilerinin segici olarak ¢ogalmalarini sagladigi
bildirilmistir (Blatchford ve digerleri, 2013). Yani prebiyotikler bagirsaklarda bulunan
patojen tiirler igin karbon kaynagi olarak kullanilamazken, Bifidobacterium ve
Lactobacillus tiirlerinin oranini arttirmaktadir (Korakli, Ganzle ve Vogel, 2002). Bu tez
calismasinda tavuk mikrobiyotasinda baskin ve mikrobiyotaya yararli 6zellikleri bildirilen

Lactobacillus tiirlerinin EPS iiretim yeteneklerine bakilmigtir. Calismada en yiiksek EPS
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miktar1 L. salivarius BiS312 (440 mg/L) ve L. salivarius BiS722 (415 mg/L) suslarinda
goriilmiistiir. Benzer sekilde kismi olarak saflastirilarak liyofilize haline getirilen
EPS’lerde de aymi suslarda yiiksek bulunmustur (sirasiyla 550 mg/L ve 510 mg/L). Daha
onceden Lactobacillus cinsi bakteriler iizerinde yapilan c¢alismalarda bu ¢alismada
kullanilan fenol siilfirik asit metoduna gore kiiltiir ortaminda EPS iiretiminin yaklagik
olarak 58-350 mg/L arasinda degistigi goriilmistiir (Cerning, 1990; Aslim, Yiiksekdag,
Beyatli ve Mercan, 2005; Wang, Zhao, Tian, Yang ve Yang, 2015; Seo, Bajpai, Rather ve
Park, 2015). Tavuk bagirsagi kaynakli laktobasillerin fenol siilfirik asit metoduna gore
kiltir ortaminda EPS firetimlerinin arastirildigi ¢alismalarda ise, Lactobacillus cinsi
bakterilerde EPS iiretiminin yaklasik olarak 11-180 mg/L arasinda degistigi goriilmiistir
(Yuksekdag, Sahin ve Aslim, 2014; Rajoka ve digerleri, 2018). Bu c¢alismada
Lactobacillus cinsi bakterilerde kiiltiir ortaminda EPS iiretimi 358-440 mg/L arasinda olup
literatiirde belirlenen araliklarin {izerinde bulunmustur. Kiiltiir ortaminda yiiksek EPS
iireticisi olan L. salivarius BIS312 ve L. salivarius BiS722 suslarinin L-EPS miktarlar1 da
yiksek bulunmustur. L-EPS miktarlarimin  kiiltiir ortaminda tespit edilen EPS
miktarlarindan daha yiiksek bulunmasinin sebebi L-EPS’nin saflastirilmas: ve kurutma
isleminde  yogunlastigindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Lactobacillus cinsi
bakterilerin EPS’lerinin gastrointestinal sistemde, probiyotik mikroorganizmalarin
gelisimini ve aktivitesini arttirmak gibi dogrudan ya da dolayli olarak prebiyotik rolii
oldugu bildirildiginden (Badel, Bernardi ve Michaud, 2011; Ksonzekova ve digerleri,
2016), tavuklarin dogal mikrobiyotasinda bulunan yiiksek EPS iireticisi Lactobacillus cinsi
bakterilerin kanath endiistrisinde yem katki maddesi olarak potansiyel prebiyotik kaynagi

olabilecegi diisliniilmektedir.

Yiiksek EPS iireticisi suslarin EPS {iretimini arttiric1 diizeyde uygun gelisme ortamlarinin
belirlenmesi, yliksek verimde EPS elde edilmesinde 6nemlidir. Bakteriyel gelisim ve EPS
iiretimini etkileyen onemli parametrelerin basinda, besiyerinde kullanilan karbon ve azot
kaynaklarmin konsantrasyonu gelmektedir (Grosu-Tudor ve Zamfir, 2014). Farkli azot ve
karbon kaynaklari kullaniminin EPS sentezi iizerindeki etkileri laktobasillerin farkli
tirlerinde rapor edilmistir (Yiiksekdag ve Aslim, 2008; Kanmani, Yuvaraj, Paari,
Pattukumar ve Arul, 2011; Lynch ve digerleri, 2014; Khanh, Bich Thuy ve Thanh Thao,
2016). Laktik asit bakterilerinin farkli tiirlerinde farkli azot kaynaklarinin EPS {iretim
lizerine olan etkisinin arastirildig1 ¢alismalara bakildiginda denenen pepton, beef extract ve

triptonun EPS {iretimini arttirdigi bulunmustur. Bu artisin farkh tiirlerin azot kaynaklarini
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kullanabilme ozelliklerinin de farkli olmasindan kaynakli oldugu bildirilmistir (lliev,
Radoilska, Ivanova ve Enikova, 2001; Kanmani, Yuvaraj, Paari, Pattukumar ve Arul,
2011; Khanh, Bich Thuy ve Thanh Thao, 2016). Lactobacillus cinsi bakterilerin EPS
iretimleri iizerine farkli karbon kaynaklarimin etkisinin arastirildigi calismalarda ise,
besiyerinde glukoz yerine siikroz kullaniminin EPS iiretimini 6nemli 6l¢iide arttirdigi rapor
edilmistir (Hussein, Ghaly, Osman, Al Shimaa ve Helal, 2015; Seesuriyachan, Kuntiya,
Hanmoungjai ve Techapun, 2011). Siikroz kullanimin Lactobacillus sanfranciscensis
tiirtinde EPS iiretiminde 6nemli 6l¢giide artisa neden oldugunun tespit edildigi bir caligmada
bu bakterinin fruktosiltransferaz enzimine sahip olmasi nedeni ile siikrozu iyi metabolize
edebildigi bildirilmistir (Korakli, Pavlovic, Ginzle ve Vogel, 2003). EPS’nin ilerleyen
donemlerde kanath sektoriinde prebiyotik yem katki maddesi olarak kullanilma potansiyeli
oldugu disiiniildiigiinden, bu tez c¢alismasinda optimum kosullarda maksimum EPS
iiretiminin saglanmasi i¢in en yliksek EPS verimi saglayan ortamin bileseni ve miktarini
belirlemek amaciyla farkli azot kaynaklar1 ve siikrozla olusan besi ortamlar1 denenmistir.
Calismalarda farkli azot kaynaklari olarak pepton, beef extract ve tripton ile farkli bir
karbon kaynagi siikrozla olusan besi ortamlarmin Lactobacillus cinsine ait bakteriler
tizerine EPS iiretimi {izerine etkisi arastiritlmigtir. Tim denemelerde EPS iiretim artisi
suslar arasinda farklilik gostermekle birlikte test edilen iic susda da en iyi EPS {iretimi
glukoz igeren MRS’ye %1 tripton ve %2 siikroz ilavesi ile zenginlestirilmis MRS besi
ortami (780 mg/L) ile glukozu ¢ikarilmig MRS’ye %]l tripton ile zenginlestirilmis ve %2
sikkroz ilavesi ile hazirlanmis MRS besi ortaminda belirlenmistir (801 mg/L). Bu
sonuglardan yola ¢ikarak tripton ile siikrozun sinerjik etki yaratarak bakterilerde EPS
dretimini arttirdigl distiniilmektedir. Glukoz igeren MRS’ye %1 tripton ve %2 siikroz
ilavesi ile zenginlestirilmis MRS besi ortamindaki EPS iiretiminin, glukozu ¢ikarilmis
MRS’ye %1 tripton ile zenginlestirilmis ve %2 siikroz ilavesi ile hazirlanmig MRS besi
ortaminda belirlenen EPS iiretiminden kismen daha diisiik bulunmustur. Bunun nedeninin,
karbon kaynagi olarak siikrozun yaninda, glukoz iceren MRS besi ortamindaki yiiksek
sekerin bakterilerde EPS verimi ve biyokiitle tiretimini etkileyen ozmotik strese yol
acmasindan dolayr oldugu diisliniilmektedir. Su aktivitesi 0,80'nin altina diistigiinde
ozmotik stresten dolayr bakterilerin gelisim gosteremedigi bildirilmistir. Ayrica
besiyerinde yiiksek seker orani bakterileri liremeye tesvik etmis olabilir (Beales; 2004;
Seesuriyachan, Kuntiya, Hanmoungjai ve Techapun, 2011). Giiniimiizde biyoteknolojik
gelismeler, hayvan yetistiriciliginde en 6nemli amag¢ olan verimin miktar ve kalitesini,

dolayisiyla kazanci arttirma cabalarina biiyiik katkida bulunmaktadir. Uretim maliyetinin
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azaltilmasit amaciyla bakterilerin en iyi iiretim gergeklestirdigi besi ortami igeriklerinin
dogru olarak tespit edilmesi, endiistriyel Olgekli iiretimlerde yol gosterici olacaktir.
Endiistriyel 6lgekli EPS iiretimlerinde yliksek EPS verimi i¢in glukozu ¢ikarilmig MRS’ye
%1 tripton ile zenginlestirilmis ve %2 siikroz ilavesi ile hazirlanmig MRS besi ortamlarinin

kullanilmasi Onerilmektedir.

Prebiyotikler, bagirsaktaki yararli mikrobiyotanin gelisimini tesvik ederek sindirimin
diizenli ve saglikl bir sekilde gerceklesmesi i¢in olumlu etkide bulunur, bagirsakta mineral
emilimini artirir ve bagisiklik sistemini gili¢lendirerek hayvan sagligina fayda saglar
(Dankowiakowska, Koztowska ve Bednarczyk, 2013; Yadav ve digerleri, 2016; Sugiharto,
2016). Tavuk yemlerinde kullanilan prebiyotik katki maddeleri, bagirsaktaki yararli
bakteriler tarafindan metabolize edilir. Boylelikle prebiyotikler bagirsaktaki yararli
bakterilerin artigina sebep olarak bagirsak mikrobiyotas: iyilestirir. Tavuk yemlerinde
kullanilan prebiyotiklerin, bagirsak mikrobiyotasini dengeleyerek bagirsakta villus artist
gibi olumlu etkilerde bulundugu, patojen bakterilerin bagirsak yilizeyine yapismasi igin
gerekli olan reseptor bolgeleri bloke ederek patojenlerin kolonizasyonunu azalttigi ve
bagisikli sistemini giliglendirdigi bildirilmistir. Prebiyotiklerin, tavuklarda yemden
yararlanmayi artirarak canli agirhiginda, yumurta kalitesinde ve biiyiime performansinda
artisa sebep oldugu rapor edilmistir (Kareem, Loh, Foo, Akit ve Samsudin, 2016; Adhikari
ve digerleri, 2018; Shang, Kumar, Thippareddi ve Kim, 2018). Bir besinsel bilesenin
prebiyotik olarak kullanilabilinmesi i¢in hayvanin sindirim sisteminin iist bolgelerinde
hidrolize ugramadan kolona ulagsmasi ve kolondaki bir ya da smirl sayidaki yararl
bakteriler icin enerji kaynagi olarak kullanilarak, yararli bakterileri secici bir sekilde
zenginlestirmesi gerekmektedir (Vegas ve digerleri, 2006; DiGioia ve Biavati, 2018).
EPS’lerin bagirsakta bulunan Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi konak¢i sagligi
acisindan yararli olarak kabul edilen bakteriler tarafindan fermente edilerek onlar i¢in
enerji kaynagi olusturdugu ve bu sekilde yararli bakterilerin segici olarak ¢ogalmalarini
sagladigi bildirilmistir. EPS bagirsak mikrobiyotas: igin yararli bakteriler tarafindan
fermente edilmesi ile prebiyotik etki gostermektedir (Korakli, Ganzle ve Vogel, 2002;
Badel, Bernardi ve Michaud, 2011). Bu tez ¢alismasinda daha 6nceki ¢alismalarda EPS
iiretim kapasitesi bakimindan one ¢ikan L. salivarius BIS312 ve BiS722 suslarindan elde
edilen L-EPS’lerin, yine tavuk bagirsagindan izole edilmis L. salivarius BIS820 ve L.
reuteri BIS612 suslar tarafindan fermente edilebilme 6zelligi arastirilmistir. L. salivarius

BiS820 ve L. reuteri BiS612 suslar1 karbon kaynag: cikarilmis MRS besi ortaminda hem



65

L-EPSgis312 hem de L-EPSgis722’yi kullanarak gelisimlerini karbon kaynagi iceren besiyeri
ile aym oranda siirdiirmiislerdir (~7,3 log kob/mL). L. reuteri BiS612 karbon kaynagi
olarak EPS’yi diger susa gore daha iyi kullanmis ve kiiltiir ortaminin pH'sin1 daha fazla
disiirerek (pH 6,1) her iki L-EPS’yi de daha iyi fermente edebildigini gostermistir. Bu
sonuclardan yola ¢ikarak L-EPS’nin, tavuke¢uluk sektoriinde prebiyotik yem katki maddesi

olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Prebiyotiklerin hayvan sagligina katkida bulunmasindaki en temel etki mekanizmalari
sindirim sistemi mikrobiyal dengesini saglamalaridir. Bagirsaktaki yararli bakterilerin
prebiyotikleri kullanmasi ile birlikte, prebiyotiklerden kisa zincirli yag asitleri olusumu da
artis gostermektedir. Kisa zincirli yag asitleri, bagirsak ¢evre pH’sin1 diislirlip miisin
tretimini artirarak, bagirsakla iligkili lenfoid dokularda yer alan immun hiicreler tizerindeki
0zel reseptorlere kisa zincirli yag astilerinin baglanmasimi artirir ve bdylece IgA, T
hiicreleri ve NK (naturel Kkiller) hiicrelerinin sayisina artisa neden olarak Salmonella,
Camphylobacter, Clostridium perfringens, Escherichia coli gibi patojen bakterilerin
gelismesini engellemektedir (Kim, Seo, Kim ve Paik, 2011; Alloui, Szczurek ve
Swiqtkiewicz, 2013; Samal ve Behura, 2015). EPS’nin laktik asit bakterileri tarafindan
enerji kaynagi olarak kullanildigi ve bunun yaninda EPS’nin bagirsak mikrobiyotasinda
bulunan yararli bakterilerinin gelisimini arttirdig1 rapor edilmistir (Tsuda, Okuda,
Haraguchi ve Kodama, 2018). Laktik asit bakterilerinden elde edilen kiiltiir filtratlarinin da
EPS’de goriildiigii gibi bagirsak mikrobiyotasi i¢in yararl olan bifidobakterilerin gelisimi
ve canlihigi {izerine bifidobakterilerin gelisimini diizenledigini bildirilmistir (Sarikaya,
Aslim ve Yuksekdag, 2017). Hayvanlarin mikrobiyota dengesi ile bagirsak sagligini
korumak ve potansiyel patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini kontrol ederek
hastaliklar1 onlemek modern kanatli beslemenin ana konularindan biri oldugundan
tavuklarda prebiyotik yem katki maddesi olarak oligosakkaritler ve oligofruktanlardir
yaygin olarak kullanilmaktadir. Tavuklarda prebiyotik yem katki maddesi olarak
oligosakkaritlerin igerisinden en yaygin olarak iniilin kullanilmaktadir. iniilinin, tavuklarda
sindirim sistemi morfolojisi ve diski parametreleri ile ilgili iligkisini ortaya koyan
calismalar mevcuttur (Asan ve Ozcan, 2006; Keser ve Bilal, 2010; Kocabagli ve Alp,
2015; Wang ve digerleri, 2018; Tarabees ve digerleri, 2018). Bu tez c¢alismasinda daha
onceki ¢alismalarda EPS iiretim kapasitesi bakimindan one ¢ikan L. salivarius BiS312 ve
BiS722 suslarindan elde edilen L-EPS ve kiiltiir filtratlarmin L. salivarius BiS820 ve L.

reuteri BIS612 suslar iizerinde gelisimi diizenleyici etkisi arastirilmistir. Hem iki adet
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Lactobacillus cinsi bakterilerden elde edilen L-EPS’lerin hem de kiiltiir filtratlarinin besi
ortamina eklenmesi artan konsantrasyonlara gore test bakterisi olarak kullanilan L. reuteri
BiS612 ve L. salivarius BiS820 gelisimini énemli dlgiide arttirdig: tespit edilmistir. Bu
artisin suglar arasinda farklilik gosterdigi tespit edilmek ile birlikte en yiiksek artisin L.
reuteri BiS612°de (8,8 log kob/mL) oldugu goriilmiistiir. L. reuteri’nin mikrobiyotada
yararli bakterilerin gelisimini tesvik etmek, olusturduklari reuterin maddesinin genellikle
tavuklarda bulunan Salmonella, Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida
ve Trypanosoma cinsleri ve Brachyspira pilosicoli tiiri gibi enterik patojenlerin yol agtig
enfeksiyonlara karsi koruma saglamasi ve bu yolla bagisiklik sistemini giiglendirmesi gibi
tavuk sagligina yararli etkileri rapor edilmistir (Evren, Albayram ve Apan, 2006;
Nakphaichit ve digerleri, 2011; Mappley ve digerleri, 2013). Tavuk mikrobiyotasi igin bu
kadar 6nemli faydal etkileri oldugu daha 6nceden yapilan ¢alismalarda bildirilen L. reuteri
bakteri tiiriiniin L-EPS ve kiiltiir filtratlar1 ile gelisimini arttirmasi prebiyotik acidan L-EPS
ve kiiltiir filtratlarin1 6nemli kilmaktadir. EPS’nin laktobasil gelisimi diizenleyici etkisinde
suslar arasinda farlilik goriilmesinin nedeninin suslarin fizyolojik ve biyokimyasal
farkliliklarindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Lactobacillus cinsi bakteriler {izerinde
yapilan bir calismada EPS’nin laktobasiller {izerinde gelismeyi diizenleyici etkisinde suslar
arasinda farkliliklar gbzlenmistir. Suslar arasinda, EPS’nin en yiiksek gelisimi diizenleyici
etkisini Lactobacillus farciminis susu iizerinde gosterdigini tespit edilmis ve bunun
nedeninin de bu susun EPS’yi bozan enzimlere sahip olmasindan kaynaklandigi
diigtiniilmiistiir. Bozulmus karbonhidrat zincirlerinin hiicre dist bir sinyal molekiilii gibi
calisarak biiylimeyi tesvik edebilecegi bildirilmistir (Tsuda, Okuda, Haraguchi ve Kodama,
2018). L-EPS ve kiiltiir filtratlarinin laktobasil gelisimini diizenleyici etkisi lizerine elde
edilen tiim sonuglar ticari olarak kullanilan iniilin prebiyotigi ile mukayese edildiginde L-
EPS ve kiiltiir filtratlarinin kullanildig1 besi ortamlarinda test edilen her iki susta da iniilin
prebiyotiginden daha yiiksek verim elde edildigi goriilmiistiir. Iniilinin tavuklarda yaygin
bir sekilde yem katki maddesi olarak kullanilmasina ragmen yapilan bazi in vitro
caligmalarda laktik asit bakteri i¢in diisiik prebiyotik etkiler gosterdigi rapor edilmistir
(Gopal, Prasad, Smart ve Gill, 2001; Huebner, Wehling ve Hutkins, 2007; Tsuda ve
Miyamoto, 2010). Bunun yaninda tavuklarda yem katki maddesi olarak kullanilan iniilin,
dogada bir¢ok bitkide bulunmasina karsin calismalarda genellikle ticari olarak hindiba
bitkisinden elde edilmektedir. Ancak iniilinin transgenik bitkilerden de elde edildigine dair
caligmalar mevcuttur. Bu durumun mikrobiyal iiretime gore bir¢ok dezavantaji oldugu

bilinmektedir. Transgenik bitkilerin ileride insan saglig1 lizerine ne gibi etkiler gosterecegi
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tam olarak bilinmemekle birlikte, toksik etkiler, antibiyotik direnci, kanser riski ve alerji
gibi saglik iizerine olumsuz etkilere yol acabilecegi bildirilmistir (Haspolat, 2012 ve Singla
ve Chakkaravarthi, 2017). Bunlarin yaninda bitkisel iiretim, cografik veya mevsimsel
kosullardan oldukca fazla etkilenmektedir. Mikrobiyal iiretim igin ise, giines enerjisine
ihtiya¢ yoktur ve mikroorganizmalar ¢ok ¢esitli organik kaynaklar1 fermantasyon kaynagi
olarak kullanabilirler. Mikroorganizmalardan birkag gilin i¢inde {liretim saglanirken
bitkilerde bu siire¢ {i¢ veya alt1 ay arasinda siirebilir (Donot, Fontana, Baccou ve Galindo,
2012; Oner, 2013).

Laktobasillerden elde edilen hem filtrat hem de L-EPS’lerin tavuk bagirsaginda faydali
bakterilerin gelisimini 6nemli dl¢lide artirmig olmasi, her ikisinin de probiyotik kaynakli
prebiyotik yem katki maddesi olarak kullanimini miimkiin kilabilecektir. Laktobasillerden
elde edilen L-EPS ve kiiltir filtratlarinin, insan saghigma herhangi bir zararli etkisinin
bildirilmemesi, enerji verimi, alan ihtiyacinin daha az olmasi, endiistriyel atiklarin
degerlendirilebilirligi, kisa siirede yiiksek hacimde iiriin elde edilebilinmesi gibi birgok
avantajlara sahip olmakla birlikte ticari olarak kullanilan iniilinden daha yiiksek prebiyotik
etki gostermislerdir. Ayn1 zamanda tavuk mikrobiyotasinin dengede tutulmasi tavuklarda
probiyotik kullanimi1 ortadan kaldiracaktir. Probiyotiklerin yem katki maddesi olarak
kullanilmasinin, yem isleme teknikleri esnasinda canliliklarini biiyiik oranda kaybetmeleri,
yeme antibiyotikler ile birlikte katildiginda antibiyotik direng¢ genlerini tesvik etmeleri, her
zaman stabil sonu¢ vermemeleri ve uzun siire canliliklarin1 koruyamamalar1 gibi birgok
dezavantajlar1  bulunmaktadir (Gutiérrez, David, Montoya ve Betancur, 2016;
Kiczorowska, Samolinska, Al-Yasiry, Kiczorowski ve Winiarska-Mieczan, 2017;
Markowiak ve Slizewska, 2018). Laktobasillerden elde edilen L-EPS ve kiiltiir
filtratlarinin tavuklarda prebiyotik yem katki maddesi olarak kullanilmasinin, tavuk
bagirsak mikrobiyotasindaki faydali bakterilerin gelisimini stimule ederek hem bitkisel
prebiyotik hem de probiyotik takviyesine gerek kalmadan tavuk bagirsak mikrobiyotasini
dengede tutarak tavuk sagligi ve gelisimi {izerinde olumlu etkiler yaratacagi
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar probiyotik kullanimini azaltacak
daha etkin bir yeni kanatli yem katki maddelerinin, probiyotige alternatif olarak kullanim1

ilgili alana yeni bir bakis acis1 getirecektir.

Tavuklarda ¢ok yaygin ve maliyetli hastaliklardan biri olan koksidiyozis, Eimeria tiirii

protozoanlar tarafindan olusturulan bulasic1 paraziter bir hastalik olup hayvan sagligi ve
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verimleri iizerinde onemli ekonomik kayiplar olusturmaktadir. Bir kanatlidan digerine
digkr ile bulasan koksidiyozis, bagirsaklarda yarattig1 hasardan dolayr yemlerin sindirimi
ve besin maddesi emilimine engel olarak agirlik kaybi ve kanli digki ile sonlanir.
Ulkemizde koksidiyozis yemle verilen antikoksidiyallerle kontrol edilmektedir (Tuncer,
2007, Kocabagli ve Alp, 2015). Salinomycin, Tirkiye’de tavuklarda yaygin olarak
kullanilan antikoksidiyallerden birisidir. Salinomycinin canli hayvan performansi iizerinde
yapilmis ¢alismalarda nekrotik enteritis olusumuna bagli 6liimleri azalttig1 bildirilmesine
ragmen, (Dinger, Kivan¢ ve Karaca, 2010) koksidiyozun kontrolii veya Onlenmesi
sirasinda yem ile birlikte kullanilan antikoksidiyal ilacin bagirsak morfolojisini degistirdigi
ozellikle bagirsaklardaki emici yiizeyler ve villus boyutlarinda olumsuz etkiler gosterdigi
bununla birlikte tavuklarin biiylime performansin1i da olumsuz etkiledigi bildirilmistir.
Literatiirde salinomycinin bagirsak morfolojisini olumsuz yonde etkilediginin bildirildigi
calismalar mevcut olmasma ragmen saglikli tavuk bagirsak mikrobiyotasinda ve bu
biyotay1 temsil eden faydali mikroorganizmalar iizerine ne gibi etkilere sebep oldugu
yoniinde yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ancak salinomycin
kullanimina bagli olarak tavuklarda goriilen biiylime performansi geriligi nedeni ile
antikoksidiyal ilacin bagirsak mikrobiyotasinin da dengesini bozdugunu diisiindiirmektedir
(Bahadoran, Hassanpour, Kheirabadi ve Shekarchian, 2014). Tavuklarda antikoksidiyal
kullanimina bagli olarak bagirsak mikrobiyotasinda bulunan yararli mikrobiyotanin
azaltma riskinin yiiksek oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle probiyotik sus (L. salivarius
BiS722 ve L. salivarius BiS312) ve sinbiyotiklerinin (probiyotik sus+L-EPSgis3i2,
probiyotik sus+L-EPSgis722, probiyotik sus+Filtratgiszi2, probiyotik sus+Filtratgis722)
prebiyotik etkisi bakimindan salinomycine kars1 koruyucu etkisi arastirilmistir. Sinbiyotik
uygulamalarda her iki sugda da salinomycin tarafindan yaratilan antimikrobiyal etkiye
karst canliligin daha arttigi dikkat g¢ekmistir. Probiyotik sus+Filtratgissi> sinbiyotik
uygulamasinin, probiyotik sus+L-EPSgis312 sinbiyotik uygulamasma gore koruyucu
etkisinin daha fazla 6ne ¢iktigi goriilmustiir. Kiiltir filtratlari, EPS’nin yaninda organik
asit, hidrojen peroksit, bakteriyosinler ve gesitli protein bilesikleri gibi metabolitleri de
icermektedir. Laktik asit bakterilerinin metabolitlerinin patojen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etki gosterdikleri cesitli ¢alismalarda bildirilmistir (Suskovié ve digerleri,
2010; Liu ve digerleri, 2017; Rajoka ve digerleri, 2018). Bu c¢alismada da probiyotik
sus+Filtratgis312 sinbiyotik uygulamasimin diger uygulamalara gore 6ne ¢ikmasi literatiirde
de bildirilen kiiltir filtratlarmin igerisinde yer alan bircok metabolitin kombine etki

dolayis1 ile salinomycine karsi1 daha yiiksek koruyucu etki gosterdigi diistiniilmektedir.



69

Prebiyotik etkinlik bakimindan, probiyotik bakterilerden elde edilen hem L-EPS hem de
kiiltiir filtratlarinin sinbiyotik kullanimi tavuk bagirsagi iizerindeki koruyucu etkisini
olumlu yonde artiracaktir. Bu da mevcut ticari prebiyotiklerden farkli pozitif bir yon olarak

degerlendirilebilinir.

Probiyotik bakterilerin, intestinal sistemin epitel ve mukozal yiizeylerine yapisarak
kolonizasyonlarini ve uzun siire sistemde kalabilmeyi saglamasi, rekabet¢i dislama ve
enteropatojenlere  karsi  antimikrobiyal  aktivite  gOstererek  enteropatojenlerin
kolonizasyonunu azaltmasi ile konak immiin sistemini giiglendirmesi hayvan sagligi
tizerinde 6nemli oldugu belirtilmektedir (Ouwehand ve Salminen, 2003; Wang, Ahmed,
Feng, Li ve Song, 2008). Probiyotik bakterilerin bagirsak epitel hiicrelerine yapisip
kolonizasyonunu artirmasi ile birlikte saglik tizerinde yararh etkilerini gosterebildiginden
probiyotik bakterilerin se¢ciminde bagirsak epitel hiicrelerine yapisma 6zelligi en 6nemli
kriterlerden biridir (Collado, Meriluoto ve Salminen, 2008). Adezyon etkisi kuvvetli olan
laktobasiller bagirsakta daha etkin olabilmektedirler (Beganovi¢ ve digerleri, 2011).
Probiyotik bakterilerinden elde edilen EPS’lerin, bagirsak mikrobiyotasi i¢in faydali olan
bakterilerin bagirsakta kolonizasyonunu destekleyerek konagin immiin sistemini
giiclendirebildigi bildirilmistir (Gorska ve digerleri, 2010). Bu tez calismasinda yiiksek
EPS iireticisi L. salivarius BIS722 susunun ve sinbiyotiklerinin (bakteri ile L-EPS ve
bakteri ile filtrat uygulamasi) HT-29 hiicresi adezyon &zellikleri, adezyon yiizdesi (%) ve
adezyon indeksi (ADI) olarak belirlenmistir. incelenen probiyotik susun yiiksek oranda
(%90) HT-29 hiicresine adezyon gosterdigi tespit edilmistir. Burada yiiksek EPS {ireticisi
L. salivarius BiS722 susunun tek basma kullamiminda bile yiiksek adezyon yetenegi
gosterdigi dikkat ¢ekmistir. Bu baglamda EPS, probiyotik susun adezyon yeteneginin
onemli Olcgiide yiiksek olmasina neden olmustur. Bu sonucumuzu bazi literatiirlerde
desteklemistir. Yapilan caligmalarda probiyotik bakterilerin epitel hiicrelere yapismasi ile
hiicre yiizey hidrofobisitesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu ve bu bakterilerin epitel
hiicrelere yapismas1 ic¢in hidrofobisitenin gerekli oldugu belirtilmistir. EPS’nin
hidrofobisite gibi bakteri ve hiicre yiizey etkilesimleri sonucunda bagirsak mikrobiyotasi
icin yararl olan laktik asit bakterinin bagirsak mukozasina adezyon yeteneklerini arttirdigi
bildirilmistir (Kos ve digerleri, 2003; De Palencia, 2009; Duary, Rajput, Batish ve Grover,
2011; Jara, Sanchez, Vera, Cofré ve Castro, 2011; Kodaikkal, Prajapati ve Ljungh, 2012;
Patel ve Prajapat, 2013). Probiyotik sus ile birlikte L-EPS’nin ve filtratin sinbiyotik

uygulamalarinin adezyonu arttirdig1 (sirast ile %92 ve %95) gozlenmis, bu artisin filtrat
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uygulamasinda daha yiikksek oldugu belirlenmistir. Probiyotik sus ile birlikte filtrat
sinbiyotik uygulamasinin diger uygulamalara gére adezyon yetenekleri bakimindan 6n
plana ¢ikmasi kiiltiir filtratinin igerisinde EPS’nin yaninda bakteriler tarafindan
sentezlenen ve epitel hiicrelere yapismada rol oynayan biiyiik yiizey proteinleri gibi diger
metabolitlerinin de etkisinin oldugu diistiniilmektedir. Baz1 Lactobacillus cinsi bakterilerin
epitel hiicreye yapismayi saglayan mukus baglayici proteinler sentezledigi bildirilmistir.
Bu proteinlerin yapisi tam olarak bilinmemesine ragmen, etkisini bagirsak epitel
hiicrelerinde mevcut olan Kkarbonhidratlara (oligosakkaritlere) yapisarak gosterdigi
bildirilmistir (Roos ve Jonsson, 2002; Van Tassell ve Miller, 2011). Ayrica, probiyotik
bakterilerinin irettigi ekstraseliiler baglayict proteinlerin, bakterinin bagirsak epitel
hiicrelerine baglanmasinda koprii islevi gordiigiinii rapor eden calismalar mevcuttur
(Bernet, Brassart, Neeser ve Servin, 1993; Onal, Beyatli ve Aslim, 2005; Dlamini, Langa,
Aiyegoro ve Okoh, 2019).

Bu calismada Lactobacillus salivarius BIS312 ve BiS722 suslarindan elde edilen L-EPS
ve kiiltiir filtratlarinin bagirsak mikrobiyotasinda bulunan ve mikrobiyotaya yararl etkileri
olan bakterilerin gelisimi 6nemli 6l¢iide arttirdigr ve bu gelisimin tavuk yemlerinde yaygin
olarak kullanilan iniilin prebiyotiginden daha fazla oldugunun tespit edilmesi dikkat
cekmektedir. Bu sonuglar, L-EPS wve kiltir (filtratlarinin bagirsaktaki yararh
mikroorganizmalar tarafindan iniilin prebiyotigine gore daha iyi metabolize edildigini
gostermektedir. Bu baglamda L-EPS ve Kkiiltiir filtratlarinin prebiyotiklerin en 6nemli
ozelliklerinden biri olan bagirsak mikrobiyotasini yararli bakteriler lehine daha saglikli bir
kompozisyona degistirebilecegini miimkiin kilmaktadir. Iyi dengelenmis bir bagirsak
mikrobiyotas1 bagirsak mukozal yapisini gelistirir ve bagisiklik sisteminin giiclenmesine
neden olarak konak¢i saglhigina olumlu etkilerde bulunur. Ayrica, L-EPS ve Kkiiltiir
filtratlarinin bagirsak mikrobiyotasinda yaygin olan ve biyotanin dengesi dolayist ile
tavuklarin saglik ve veriminde rol oynayan laktobasiller iizerinde koruyucu etki yarattigi
tespit edilmistir. Prebiyotik olabilme potansiyeli bakimindan laktobasil kaynakli filtrat ve
EPS’lerin bagirsakta faydali bakterilerin gelisimini stimule etmesinin yaninda faydali
bakterilerin bagirsaga adezyonunu da artirtyor olmasimin tespit edilmesi, bagirsakta
etkinliklerini uzun siire gostermesi bakimmdan mevcutta ticari olarak kullanilan bitkisel

prebiyotiklere gore dnemli bir art1 olarak degerlendirilebilinir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin sonuglarindan elde edilen veriler dogrultusunda

asagidaki ¢ikarimlarda bulunulmustur.

1. Serbest gezen koOy tavuklarinin bagirsaklarindan izole edilen L. salivarius tiirii en
yiiksek EPS iireticisi tiir olarak belirlenmistir.

2. Tavuklarda L. salivarius suslarindan elde edilen EPS’nin prebiyotik yem katki maddesi
olarak kullanilmasi durumunda %2 glukoz yerine %?2 siikroz ilave edilmis ve %1 tripton
ile zenginlestirilmis MRS besi yerlerinin EPS’nin yiiksek verimle elde edilmesinde
kullanilabilecegi belirlenmistir.

3. Tavuk bagirsaginda yaygin bulunan faydali laktobasil tiirleri tarafindan EPS’nin ticari
prebiyotik iniilinden daha iyi fermente edilebildigi tespit edilmistir.

4. Lactobacillus salivarius BIS312 ve BiS722 suslarindan elde edilen EPS ve Kkiiltiir
filtratlarinin tavuk bagirsak mikrobiyotasinin dengede olmasinda 6nemli yeri olan ve
mikrobiyotada dominant olarak bulunan laktobasillerin gelisimini arttirdigi, bu
gelisimde ise EPS’ye gore kiiltiir filtratlarinin 6ne ¢iktig1 goriilmiistiir. Bunun yaninda
EPS ve Kkiiltiir filtratlarinin ticari olarak kullanilan iniilin prebiyotiginden daha basarili
oldugu belirlenmistir.

5. Antikoksidiyal salinomycinin tavuk bagirsak mikrobiyota dengesinde Onemli
laktobasilleri inhibe ettigi ve dolayist ile kullanimi ile tavuk bagirsak mikrobiyotasinin
bozulabilecegi goriilmiistiir. Salinomycinin bagirsak mikrobiyotasi iizerinde olabilecek
olumsuz etkilerine karsi laktobasilerin EPS ve Kkiiltiir filtratlarinin koruyucu etki
gosterdigi, bu koruyucu etkide EPS ve kiiltiir filtratlarinin benzer sonuglar géstermesine
ragmen Kkiiltiir filtratlarinin EPS’den kismi olarak 6ne ¢iktig1 belirlenmistir.

6. Tavuk bagirsaginda dominant olan faydali laktobasillerin tavuk bagirsagina
adezyonunda yiiksek EPS iiretcisi L. salivarius BiS722 susunun HT-29 hiicresine
kuvvetli adezyon gosterdigi belirlenmis ve L. salivarius BiS722 susunun EPS ve kiiltiir
filtratlarinin adezyonda etkili oldugu tespit edilmek ile birlikte EPS’ye gore kiiltiir
filtratlarinin daha 6ne ¢iktig1 goriilmiistiir.

7. Bu calismada kullanilan laktobasillerin ayni tiiriiniin (L.salivarius) iki farkli susu
denenmistir. Tiim uygulamalarda ayni tiir olmasmna ragmen sus bazinda sonuglar

farklilik gdstermis ve L.salivarius BIS722 susunun EPS ve kiiltiir filtrat1 daha fazla one



72

¢ikmistir. Bu durumun, sus bazinda iiretilen EPS ve metabolit farkliligindan kaynakl

olabilecegi sonuglarina varilmstir.

Tez kapsaminda yapilan caligmalarin sonuglarindan elde edilen veriler dogrultusunda

asagidaki 6nerilerde bulunulmustur.

1. Tavuklarda yem katki maddesi olarak probiyotik kullanilmasinin yerine, tavuk
bagirsaginda probiyotik ozellikte olan, bagirsak mikrobiyotasini dengeleyici ve tavuk
saglhigi ile verimi {izerinde ekili laktobasillerin gelisimi, bagirsaga adezyonu ve canli
kalabilmelerinin probiyotik bakteri metabolitleri ile desteklenmesinin, tavuk yem katki
maddelerinde probiyotik kaynakli prebiyotik kullaniminin yeni bir bakis agis1 olarak
arastirilmasi Onerilmektedir. Bu baglamda tavuk bagirsagi kaynakli laktobasillerden
elde edilen EPS ve kiiltiir filtratlarindan tavuk yeminde kullanilmak {izere prebiyotik
maddeler gelistirilebilecegi diistiniilerek yemde daha etkin ve stabil sonuglar vermesi
icin arge ¢aligmalarinin ileri diizeyde yapilarak devam ettirilmesi dnerilmektedir.

2. Probiyotik kaynakli gelistirilen prebiyotiklerden diger hayvan yem katkilarmin da
gelistirilmesi ve etkilerinin yapilan ¢aligsmalarla ortaya konularak hayvan denemeleri ile
desteklenmesi Onerilmektedir.

3. Tavuk bagirsagi kaynakli laktobasillerden elde edilen EPS ve kiiltiir filtratlarindan
gelistirilmis yem katki maddelerinin tavuk gelisimi ve mikrobiyotasi iizerine etkilerinin
ileride daha detayli bir sekilde arastirilmasi onerilmektedir. Bu alandaki ilerleme,
bagirsak mikrobiyotasinin kanatli sagligina ve verimliligine nasil katkida bulundugunu
daha iyl anlamamiza yardimci olacak ve yem katki maddelerinde kullanilan
probiyotiklere alternatif olarak, EPS ve kiiltiir filtratlarinin kullanildig: yeni prebiyotik
driinlerin gelistirilmesini destekleyecektir.

4. Tavuk yemi igsleme tekniklerinin, tavuk bagirsagi kaynakli laktobasillerden elde edilen
hem EPS hem de kiiltiir filtratlar1 izerinde ne gibi etkilere yol ag¢tig1, bu tekniklere karsi
EPS ve kiiltiir filtratlarinin sahip oldugu mevcut 6zelliklerini koruyup korumadiginin
arastirtlacagl ve yaninda etkinliginin daha da arttirilabilinecegi devam galigsmalarinin

yapilmasi 6nerilmektedir.
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