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OZET

TAVUK KOKENLI ENTEROCOCCUS FAECIUM VE LACTOBACILLUS
TURLERININ PROBIYOTIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Ama¢: Bu calismada potansiyel probiyotik bakterilerden olan Lactobacillus spp. ve
Enterococcus faecium’un saglikli tavuklardan izolasyonu ve izole edilen bakterilerin
probiyotik olarak kullanilma potansiyellerinin aragtiritlmasi amacglandi.

Materyal ve metot: Calismada Samsun’da bulunan ticari bir kanatli hayvan mezbahasinda
kesim asamasinda olan 50 adet tavuga ait bagirsak incelendi. Bagirsak mukozalarindan alinan
orneklerden Lactobacillus spp. ve E. faecium bakterilerinin izolasyonu amaciyla selektif besi
yerlerine ekim yapildi. Siipheli kolonilerin identifikasyonu PCR ile yapildi. izole edilen
bakterilerin % 0,5-1,0 safra konsantrasyonlarina direnci i¢in Safra Tolerans Testi
gerceklestirildi. izolatlarin pH 3 ve pH 5’e diren¢ durumlar: pH Tolerans Testi ile belirlendi.
Izolatlarin hidrofobisiteleri %0,03 Kongo Kirmizili agar kullamlarak incelendi. Izolatlarin
antibiyotik direnglilikleri dokuz farkli antibiyotik diski kullanilarak Kirby Bauer Disk
Difiizyon Testi ile belirlendi. izolatlarin patojen Escherichia coli izolatina kars: antagonistik
etkilerinin arastirilmasinda Radyal Diflizyon yontemi kullanildi.

Bulgular: Orneklerden 20 adet E. faecium ve 9’u L. acidophilus olmak iizere 21 adet
Lactobacillus spp. izole edildi. izolatlarin tiimiiniin % 0,5-1,0 safra konsantrasyonlara, pH
3-5’¢ direngli olduklar1 saptandi. Izolatlarn tiimiiniin hidrofobik karakterde oldugu, ancak
higbirisinin E.coli’ye kars1 antagonistik etki gostermedigi belirlendi. E.faecium izolatlarinin 8
tanesi 8 antibiyotige karsi direngli olarak degerlendirildi. Lactobacillus spp. izolatlarinin 1
tanesinin 5 antibiyotige ve L. acidophilus izolatlarindan da 1 tanesinin 7 antibiyotige direngli
oldugu belirlendi ve ¢oklu dirence sahip suslar olarak degerlendirildi.

Sonug¢: Calisma sonucunda tiim izolatlarin hidrofobik 6zellikte oldugu, safra ve diisiik pH’ya
direngli oldugu fakat higbirisinin E.coli’ye karsi test edilen kosullarda etkili olmadigi
belirlendi. Elde edilen sonuglar, E. faecium, L. acidophilus ve Lactobacillus spp.
izolatlarindan ¢oklu antibiyotik direnci gosterenlerin probiyotik olarak kullanilabilir 6zellikte
oldugunu ve in vivo kosullarda etkinlik denemeleri yapilmasi gerekliligini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: tavuk; Enterococcus faecium; Lactobacillus; probiyotik

Yagmur KOCAK, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak - 2017



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROBIOTIC PROPERTIES OF CHICKEN ORIGINATED
ENTEROCOCCUS FAECIUM AND LACTOBACILLUS SPECIES

Aim: In this study, the isolation of Lactobacillus spp. and Enterococcus faecium and the
investigation of the potential use of isolated bacteria as probiotic were aimed.

Material and methods: In a study, 50 chicken intestines, which were taken from a
commercial chicken slaughter house in Samsun region, were investigated. The samples were
taken from intestinal mucosae and inoculated to the selective mediums for the isolation of
Lactobacillus spp. and E. faecium. Suspected colonies were identified by PCR. The isolated
bacteria were investigated for bile (0.5-1%) and pH (3-5) resistance by Bile and pH Tolerance
tests, respectively. The hydrophobicity’s of the isolates were tested by using 0.03% Congo
Red Agar. The antibiotic resistances of the isolates were determined by Kirby Bauer Disc
Diffusion Test with using 9 antibiotic discs. The Radial Diffusion Method was used for
determining the antagonistic effects of the isolates against Escherichia coli.

Results: Twenty E.faecium, 21 Lactobacillus spp. (9 of them were L. acidophilus) were
isolated from samples. All the isolets were found as resistant to tested bile and pH conditions.
All the isolates were hydrophobic, but none of them had an antagonistic effect against
Escherichia coli. Eight of E.faecium isolates were found as resistant to 8 antibiotics. One
Lactobacillus spp. (other than L. acidophilus) and 1 L. acidophilus isolate were resistant to 5
and 7 antibiotics, respectively. These isolates were evaluated as multi-antibiotic resistant
strains.

Conclusion: In conclusion, we detected that all the isolates were hydrophobic, resistant to
bile and low pH conditions; but none of them had an antagonistic effect against Escherichia
coli in tested conditions. These results indicated that the multi-antibiotic resistant strains of
E.faecium, L.acidophilus and Lactobacillus spp. isolates had a potential of using as a probiotic
and further in vivo efficiency studies had to be essential for these strains.

Keywords: poultry; Enterococcus faecium; Lactobacillus; probiotics

Yagmur KOCAK, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, January-2017
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1. GIRIS

Probiyotik terimi “canli i¢in” (Latince “pro” ve “bios”) anlamina gelmektedir.
Giincel aragtirmalar ve kullanim alanlara bagli olarak probiyotikler, “kalitatif ya da
kantitatif olarak bagirsak mikroflorasini etkileyen veya immun sistemin durumunu
degistirerek yararli etkilerini tetikleyen, insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilen canli
mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (Fuller, 2004). Probiyotikler hakkindaki
ilk calisma 19. ylizyilin sonlarinda Rus bilim adami Elie Metchnikoff tarafindan
yapilmistir. Metchnikoff fermente siit tiikketimi ile uzun Omiir arasinda iliski kurmus,
stitte laktik asit bakterilerinin varligini tespit etmis ve bu bakterilerin probiyotik
ozellikte oldugunu bildirmistir.

Prebiyotik terimi “kolon bakterilerinden birinin veya az bir kisminin ¢ogalmasi
ve/veya aktivitesini etkileyerek yararli bir etki olusturan sindirilmeyen gida maddesi”
olarak tanimlanmistir (Gibson ve Roberfroid, 1995). Prebiyotikler, sindirilmeyen gida
icerikleri olup, insan ve hayvan sagligini olumlu yonde etkileyen kolon bakterilerinin
gelismesini tesvik eden karbonhidratlardir.

Sinbiyotik tanimi ise prebiyotik ve prebiyotiklerin sinerjik etkisinden yola
cikarak yapilmis olup, probiyotik ve prebiyotikleri iceren katki maddeleri olarak
tanimlanmistir (Gibson ve Roberfroid, 1995; Douglas ve Sanders, 2008).

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Kanatli probiyotiklerin tarihgesi incelendigi zaman probiyotik caligmalarinin
yapilmaya baslamasi ile Oncelikle kiimes hayvanlarina odaklanilmistir. Kanatl
endiistrisi daima gastrointestinal sistemde meydana gelen patolojiler ve maksimum
performans/gelisme orani elde etmek ve antimikrobiyal tedaviye alternatif yontemler
gelistirilmesi lizerine yogunlagmistir. 1920°li yillarda yararli bakterilerin kullanimu ile
ilgili ¢alismalar baslamistir (Beach ve Davis, 1925). Bu calismalar dogrultusunda
1950’lerde tavuk ve hindilerin normal floras1 hakkindaki bilgiler gegersiz hale gelmis ve
florada laktobasil tiirleri ve anaerobik kokoid bakterilerin varligi bildirilmistir (Harrison
ve Hansen, 1950; Smith, 1965). 1960‘l1 yillarda germ-free ve gnobiyotik civciv ve
tavuk kullaniminin yayginlagmasi ile beraber arastirmalar saf bakteri kiiltiirleri ve

patojenik bakterilerin etkilerinin arastirilmasina yonelmistir. Bu caligmalar sonucunda



baz1 bakterilerin gnobiyotik kuslardaki normal bakteriler ile birlikle patojenlere karsi
miicadeledeki etkileri ortaya konmustur (Morishita ve ark., 1971). Nurmi ve Rantala
(1973) yetiskin tavuklardan alinan bagirsak igerigi silispansiyonunun dozlanarak
civcivlere verilmesiyle Salmonella tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlardan
korunulabildigini bildirmistir. Bu bildirim sonrasinda arastirmacilar saf kiiltiir olarak
uygulanabilen ve kolonize olabilen probiyotiklerin gelistirilmesi tizerine g¢alismalar
yapmustir. 1970 yilinda Fuller, kanatli hayvanlarin kursak epiteline yapisik bulunan
laktobasilluslar {izerine arastirmalar yapmis ve laktobasillus ile diger yararli bakterilerin
kanatlilara verilmesi sonrasinda degisken sonuglar elde etmistir (Fuller, 1973; Fuller ve
Brooker, 1974). 1970’lerin sonlarina kadar pet kuslarinin normal florasi incelenmeye
devam edilmis ve gesitli Gram pozitif koklar ile lactobacillus tiirlerinin varligi ortaya
konulmustur (Dorrestein ve ark., 1985; Bangert ve ark., 1988). Bu tarihten giiniimiize
kadar probiyotikler ve kombinasyonlari iizerine bir ¢ok calisma yapilmis ve basta

kanatli hayvanlar i¢in olmak iizere ticari probiyotik preparatlar1 gelistirilmistir.

2.2. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Laktik asit bakterileri probiyotik olarak en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar
olup 6 gruba ayrilirlar (Tannock, 1997). Bunlar; Lactobacillus, Streptococus,
Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Bifidobacterium’dur.  Bacillus,
Saccharomyces ve Aspergillus tiirleri de laktik asit bakterileri disinda probiyotik olarak

kullanilan diger mikroorganizmalar arasinda sayilabilir (Tablo 1).



Tablo 1. insan beslenmesinde ve hayvan yemi iiretiminde kullanilan probiyotik mikroorganizmalar

(Yalgin ve ark., 1996).

Bakteriler

Bacillus coagulans

Bacillus lentus

Bacillus lincheniformis
Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Bacteroides amylophilus
Bacteroides capillous
Bacteroidesruminocola
Bacteroides suis
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium bitidum
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium thermophilum
Colostridium butyricum
Lactobacillusa cidophilus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus casei

Mantarlar

Aspergillus niger
Aspergillus oryaze

Mayalar

Saccharomyces cerevisiae

Candida torulopsis

Lactobacillus cellebinous
Lactobacillus curvatus
Lactobacilus delbruekii
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus lactis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuterii
Leucanostoc mesenterodies
Pediococcus acidilacticii
Pediococcus cerevisiae

Pediococcus pentosaceus

Probionibacterium freudenreichii

Probionibacterium shermannii
Streptococcus cremoris
Streptococcus diacetylactis
Enterococcus faecium
Streptococcus intermedius
Streptococcus lactis

Streptococcus thermophilus

Laktobasiller fakiiltatif anaerobik bakteriler olup, pH 3.0’e kadar tolerans
gostermektedir. Boylece bu bakteriler diisiik mide pH’sinda canliliklarin1 koruyarak,
bagirsak kanalina gecip etkilerini burada gerceklestirirler. Duodenumda safra
tuzlarindan etkilenmezler. Ayrica, pek cok Lactobacillus susu 45-48°C gibi yiiksek 1s1

ve basinca nispeten dayanikli oldugundan yem yapim islemleri sirasinda 1s1 ve basingtan



etkilenmeyerek canliliklarini koruyabilir (Shanani ve Ayebo, 1980; Gilliand, 1984).
Laktobasillerin klasik siniflandirmalari fermentatif 6zelliklerine gore yapilmaktadir.

Bunlar;

1. Obligat homofermentatif laktobasiller: Embden-Meyerhof Parnas metabolik
yolunu kullanarak heksozlar1 sadece laktik asite fermente ederler. Ornegin; L.
acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus.

2. Fakiltatif heterofermentatif laktobasiller: Embden-Meyerhof Parnas
metabolik yolunu kullanarak heksozlar1 sadece laktik asite fermente ederken, bazi tiirler
ise glikoz siirlamasinda laktik, asetik, formik asit ve CO, liretmektedir. Pentozlar1 da
fosfoketolaz yolunu kullanarak laktik ve asetik asite fermente ederler. Ornegin; L. casei,
L. plantarum, L. sake.

3. Obligat heterofermentatif laktobasiller: Heksozlar1 laktik, asetik asit, etanol
ve CO,’e, pentozlari ise laktik ve asetik asite fermente ederler. Ornegin; L. bifermentas,
L. brevis ve L. fermentum (Kandler ve Weiss, 1986; Schleifer, 1987).

Enterokoklar, fakiiltatif anaerobik, 10°C ve 45°C’de, pH 9,6°da, % 6,5 NaCl’
de % 40 safra tuzunda gelisebilen bakterilerdir. E. faecium ve E. faecalis, bagirsak
hastaliklarindaki etkileri nedeniyle ge¢miste probiyotik olarak kullanilmistir.
Bakteriyosin iiretimi gibi 6zelliklere sahip olsalar da, patojenlere antimikrobiyel direng
aktarimma neden olabileceklerinden endise duyulmaktadir. Bu bakterilerin ticari

formlari ilag preparasyonlari haline getirilmistir (Mombelli ve Gismondo, 2000).

2.3. Probiyotik Mikroorganizmalarda Aranan Ozellikler

Probiyotiklerin bulundugu konaktaki diger mikroorganizmalara kars1 giicli
etkileri oldugu ve konaga yararlar1 oldugu kesin olarak kabul edilmistir. Ancak
probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda bazi 6zelliklerin bulunmasi
istenmektedir (Yildirnm ve Yildinim, 2000; Yilsay ve Kurdal, 2000; Simmering ve
Blaut, 2001; Ezema, 2013). Probiyotiklerde aranan 6zelliklerden en 6nemlileri patojenik
olmamalari, toksin liretmemeleri, giivenilir olmalar1 ve yan etki olusturmamalaridir.
Ayrica, stabil olmalidirlar ve diisiik pH ve safra tuzlar gibi olumsuz ¢evre kosullarindan
etkilenmeden bagirsakta metabolize olmalidirlar. Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli ve
kolonize olabilmelidirler. Karsinojenik olmamalilar ve patojenik bakterilere
antagonistik etki yapmalidirlar. Konak spesifik olmalilar ve konakta yararh etkiler

olusturabilmelidirler. ~ Antibiyotik kullanimina bagli ortaya c¢ikabilen hastaliklarda



bagirsak  florasint  diizenlemek amaci ile antibiyotik kullanilabileceginden
antibiyotiklere diren¢li olmalar tercih edilmektedir. Probiyotik iiretiminde kullanilan
suslar aktarilabilir antibiyotik direng¢ genleri igermemelidirler. Canli hiicreler halinde ve
tercithen fazla sayida bulunmali ve bagirsak ortaminda canli kalarak metabolize
edilebilmelidirler. Ayrica, liretim ve depolama sartlaria direngli olmali ve bu islemler

sirasinda canliliini ve aktivitesini koruyabilmelidir.

2.4. Probiyotiklerin Etki Mekanizmalari

Probiyotiklerin rasyona katilmalar1 sonucunda hayvanlarda canli agirlik
kazanimlarinda artis goriildigli, yemden yararlanmanin iyilestigi, iiretimin yiikseldigi
ve gastrointestinal hastaliklarin azaldigi bildirilmistir. Buna ragmen etki sekilleri
konusunda halen tam bir fikir birligi saglanamamastir.

Probiyotik mikroorganizmalar Escherichia coli gibi bagirsak patojenleri igin
antagonistik etki olustururlar. Probiyotik mikroorganizmalarin cogunlugu laktik, asetik
ve formik asit gibi organik asitler iireterek bagirsak pH’sim diisiiriirler. Boylece Gram
negatif patojen bakterilerin iiremesini engelleyen bir ortam olustururlar (Vanbelle ve
ark., 1990). Ayrica bu mikroorganizmalar iirettikleri hidrojen peroksit, organik asit,
bakteriyosin gibi maddeler sayesinde antibakteriyel 6zellik gosterirler (Ouwehand ve
ark., 1999).

Probiyotikler, patojen bakterilerin ¢ogalmak ic¢in gereksinim duyduklari
besinleri tiiketirler ve bu bakterilerin iiremelerini inhibe ederler (kompetatif
ekskliizyon). Probiyotik mikroorganizmalarda intestinal epitel hiicrelere adezyonu
saglayan c¢esitli ylizey determinantlar1 bulunabilmektedir ve Ozellikle laktik asit
bakterilerinin mikrobiyel adezyonu, pasif kuvvetler, elektrostatik iliskiler, hidrofobik,
sterik kuvvetlerle ve lipoteikoik asit, lektinlerle kapli 6zgiin yapilarla iliskilidir (Servin
ve Coconnier, 2003). Bu yapilar sayesinde probiyotiklerin patojen mikroorganizmalara
karst intestinal sistemde bir bariyer olusturdugu ve patojenlerin epitel hiicrelerine
baglanmasini azalttigi da bildirilmistir (Castagliuolo ve ark., 1999; Rastall ve ark.,
2005).

Probiyotiklerin son yillarda bildirilmis olan 6nemli etkilerinden birisi de
immun sistem {izerindeki immunmodiilatér ve immunostimulan etkileridir.
Probiyotikler intestinal epitel hiicreleri, 16kositler, B- ve T- lenfositleri ile immun

sistemin diger yardimci hiicrelerini etkileyebilmektedirler. Probiyotikler bu



immunmodiilatoér 06zelliklerini endotoksik lipopolisakkaritler, peptidoglikanlar ve
lipoteikoik asitler sayesinde gerceklestirmektedir. Lipoteikoik asitler ayrica diger
antijenler i¢in tasiyici rol de oynayabilmekte ve bu sekilde immun cevabi uyaracaklari
hedef dokulara baglayabilmektedir. Probiyotik mikroorganizmalar proinflamatuar
sitokinlerin ve kemokinlerin gelisiminde anahtar rol oynamaktadir (Saxelin ve ark.,
2005).

Kanser hastalifi ilizerinde yapilan arastirmalarda Ozellikle beslenme tarzinin
onemli bir etken oldugu bildirilmektedir (Williams ve Wynder, 1996). Probiyotiklerin
antikarsinojenik etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan arastirmalarda probiyotik bakterileri
igeren diyetlerin kanser riskini azaltabildigi bildirilmistir (Hirayama ve Rafter, 1999).
Arastirmalarda ayrica, probiyotik bakterilerin bagirsak ve diger organlarda mutajenik ve
genotoksik etkileri engelleyebildigini ve bdylece antikarsinojenik etkileri oldugu ortaya
konulmustur (Sanders, 1999).

Probiyotik bakterilerin son yillarda bildirilen etkilerinden birisi de antikolestrol
etkisidir. Probiyotiklerin bu etkiyi, serum kolesteroliinii ve safra tuzlarini serbest asitlere
pargalamalar1 ve sonrasinda intestinal sistemden hizl1 bir sekilde uzaklastirmak suretiyle
gerceklestirdigi diistiniilmektedir. Serbest safra tuzlarinin viicuttan atilmasi nedeniyle
kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezi engellenmekte ve dolayisi ile viicut total
kolesterol seviyesi diigmektedir.

Oral yolla alinan antibiyotikler patojen mikroorganizmalar ile beraber bagirsak
florasinda bulunan yararli bakterilere de etki gosterirler. Bu etkiye bagli olarak
antibiyotige bagli diyare olusabilmektedir (Gong ve Akalin, 1995). Probiyotik
bakterileri iceren yemlerin kullanilmasi, intestinal sistemde antibiyotik kullanimina
bagli olarak olusan diyarenin dnlenmesinde ve/veya iyilestirilmesinde yardimer olarak
kullanilabilmektedir (Marteu ve ark., 1997).

Probiyotik mikroorganizmalarin besinlerin sindirimine yardimer triinler olarak
ta kullanilabilecegi bildirilmektedir (Fuller, 1989; Kung, 1990). Probiyotik
mikroorganizmalar lipaz, proteaz, amilaz ve betaglukanaz gibi enzimler salgilayarak

ve/veya B grubu vitaminler sentezleyerek sindirime 6nemli 6lgiide katkida bulunurlar.

2.5. Probiyotiklerin Giivenilirlikleri
Giintimiizde ticari olarak satisa bulunan probiyotik iriinler giivenilirlikleri

kanitlandiktan sonra piyasaya sunulmaktadir. Probiyotik iiriinlerin gelistirilmesinde ve



yeni cins ve tiirlerin probiyotik iiriin olusturmak amaciyla se¢iminde Avrupa Birligi
tarafindan Onerilen zorunlu giivenlik kriterlerinin saglanmasi gerekmektedir. Probiyotik
tirtinlerin giivenilirliginin belirlenmesinde iiretilecek olan besin maddesinin 6zellikleri
ile bu mikroorganizmalarin besinlerde kullaniminin gegmisi konusundaki bilgiler temel
kriterler olarak degerlendirilmektedir (Zhou ve ark., 2000; Basyigit, 2004).

Avrupa Birligi iilkelerinde probiyotiklerin giivenilirliginin ve o6zelliklerinin
belirlenmesini igeren genis kapsamli iki proje (Nordic ve Prodemo projesi)
gerceklestirilmistir. (Leroy ve deVuyst, 2004). Bu projelerin sonuglarina gore giivenilir
probiyotik kombinasyonlarinin olusturulmasinda ve ticari lriin haline getirilmesinde
baz1 kriterler bildirilmistir. Oncelikle {iretici firma, tiiketime sundugu besin
maddelerinden birinci derecede sorumlu olduguna dikkat ¢ekilmis ve probiyotik iceren
besin maddelerinin en az saf hali kadar giivenilir olmasi1 gerektigi vurgulanmistir.
Probiyotik mikroorganizmalarin yeni bir ticari iiriin olarak kullanilacaklari zaman yasal
olarak onaylanmis olmalar1 gerekmektedir. Uzun zamandir probiyotik olarak giivenilir
bir sekilde kullanilan ve/veya hicbir susu patojen olarak belirlenmemis bir
mikroorganizma susu ilk defa kullanilacak yeni suslarla ayni isleme tabi tutulmayarak
probiyotik liretiminde giivenilir kabul edilmekte ve yeni iirlin iiretiminde kullanimina
izin verilmektedir. Bununla beraber, higbir susu patojen olarak belirlenmemis ama
giivenilir bir kullanim ge¢misi olmayan suslar yeni iirlin olusumunda ilk defa izole
edilen suglarla ayn1 islemi gérmesi gerekmektedir. Benzer sekilde, patojenik suslar da
oldugu bilinen fakat probiyotik potansiyeli de olan bir mikroorganizma susu, yeni bir
iriin gelistirilmesinde ancak cok iyi arastirildiktan sonra kullanilmalidir. Kullanilacak
olan mikroorganizma susunun antibiyotik diren¢ genleri arastirilmali ve eger bu geni
tasima ve aktarabilme potansiyeli var ise probiyotik olarak kullanilmamalidir. Bu
arastirmalarin  sonucunda bildirilen en O6nemli kriter, probiyotik mikroorganizma
susunun tam ve dogru olarak tanimlanmis olma gerekliligidir. Taksonomik analizleri
yapilmamis ve/veya “altin standart” olarak kabul edilen yontemler kullanilarak
identifikasyonlar1 yapilmamis olan suslar probiyotik olarak kesinlikle kullanilmamali ve

satigina izin verilmemelidir (Dunne ve ark., 1999; Zhou ve ark., 2000).

2.6. Kanath Hayvan Yetistiriciliginde Probiyotikler
Kanatli hayvanlarin biiylimesi ve saglikli olarak yetistirilmesi 6zellikle ince

bagirsaklarda besinlerin emilim ve yararlanim kapasiteleri ile iliskilidir. S6z konusu



emilim ve sindirimin olusumu da bagirsak kanalindaki yararli mikroorganizmalarin
varligi ve orani ile direkt olarak baglantilidir. Bagirsak mikroflorast hayvanlarin
bliylime ve gelisme oranini etkilemektedir. Sabit ve dengeli bir bagirsak florasi
sindirimin iyi olmasini, yemden yararlanmanin artmasini ve enfeksiyonlara kars1 direnci
saglamaktadir (Shahani ve Ayebo, 1980; Tournut ve ark., 1988; Fuller,1989; Suzuki ve
ark., 1989).

Normal kosullar altinda, yumurtadan steril halde ¢ikan civcivler, 2-5 saat
icerisinde c¢evrede var olan ¢esitli mikroorganizmalara maruz kalmaktadir. Bu
mikroorganizmalarin alinmasi ile gastrointestinal sistemde mikroflora sekillenmeye
baslamaktadir (Owings ve ark. 1960; Vanbelle ve ark., 1990).

Kanatli hayvanlarda bagirsak mikroflorasinin kaynagmi kursak mikroflorasi
olusturmaktadir (Watkins ve Miller, 1983; Jernigan ve ark., 1985; Fuller, 1989). Dogal
kosullarda bagirsak florasinin biiyiik bir bolimii, laktik asit bakterileri (Lactobacillus
spp.) ile beraber anaerob bakteriler tarafindan olusturulmaktadir. Geriye kalan az bir
kisim ise Escherichia coli, Enterococcus spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp.
vb. tarafindan meydana getirilmektedir (Montes ve Pugh, 1983; Fuller, 1989; Suzuki ve
ark., 1989; Kung, 1990). Kanatli hayvanlarda floray1 olusturan laktik asit bakterileri
genellikle kursak epitelyum hiicreleri {izerinde yerlesmekte ve nisasta partikiilleri
lizerine yapisarak organik asitlerin {iretilmesi ve pH’nin 4.5 ya da daha asagilara
diismesini saglamak suretiyle sindirime yardime1 olmaktadirlar. Normal gastrointestinal
mikroflora iizerine yapilan aragtirmalarda bagirsaklarda 10 kob mikroorganizma
bulunmus ve bu sayinin 400 tiirden fazla mikroorganizma tarafindan olusturuldugu
bildirilmistir (Fuller, 1989; Vanbelle ve ark.,1990).

Saglikli bir kanatli hayvanin gastrointestinal sisteminde denge halinde bulunan
mikroorganizmalar, sindirim ve emilime yardimci olmakta ve enfeksiydz hastaliklara
kars1 viicut direncini artirmaktadirlar. Strese bagl olarak ve/veya hastalik durumlarinda
ise bu denge bozulmaktadir. Bu dengenin bozulmasina neden olan kosullar olarak
transport, beslenmede meydana gelen yetersizlikler, kalitesiz yem ile beslenme, hijyen
kosullarinin uygun olmamasi, hastaliklar, uzun siireli ve yanlis antibiyotik tedavisi,
kiimes ortamindaki amonyak oraninin artmasi, asilama esnasindaki rahatsizliklar, ortam
sicakligimin uygun olmamasi gosterilmektedir (Suzuki ve ark., 1989). Bu gibi

durumlarda bagirsak florasinda degisiklikler meydana gelmekte ve dolayisi ile flora



dengesi bozulmaktadir. Florada bulunan laktik asit bakterilerininin sayisinda azalma
meydana gelmekte ve patojen bakteri sayisi artabilmektedir (Owings ve ark., 1960;
Montes ve Pugh, 1983; Fox, 1988). Bunun sonucu olarak da yemden yararlanmada
diisiis gézlenmekte, biiyiime orani diismekte ve dolayisi ile hayvanlarin performansi
olumsuz olarak etkilenmektedir (Owings ve ark., 1960; Montes ve Pugh, 1983; Fox,
1988; Lyons, 1988). Bu durumlarda hayvana probiyotik igeren iiriinler verildigi zaman,
bagirsakta bulunan laktik asit bakterilerinde artig, patojen sayisinda ise azalma
meydana gelmektedir. Bagirsakta mikroflora dengesi yeniden saglanarak, performans
artig1 saglanabilmektedir (Sogaard ve Jessen, 1990; Fukata ve ark., 1991; Sainsbury,
1991).

Probiyotik uygulamalar1 kanatli hayvan sektdriinde biyogiivenlik uygulamalari
kapsaminda son yillarda gilivenle uygulanan yontemlerin basinda yer almaktadir. Bu
calisma, potansiyel probiyotik bakterilerden olan Lactobacillus spp. ve Enterococcus
faecium’un saglikli tavuklardan izolasyonunu ve izole edilen bakterilerin probiyotik

olarak kullanilma potansiyellerini arastirmak amaciyla gerceklestirilmistir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvan Materyali

Calismada E.coli’ye karsi antagonistik etki gosteren Lactobacillus spp. ve E.
faecium bakterilerinin izolasyonu amaciyla Kavak/Samsun’da bulunan kanatli hayvan
mezbahasinda kesim asamasinda olan 50 adet tavuga ait bagirsak alindi. Mezbahaya 5
defa gidildi ve her seferinde duodenum ile kloaka arasim1 kapsayacak sekilde 10 adet
bagirsak alindi. Bagirsaklar soguk zincir kosullar1 altinda 2-3 saat igerisinde Ondokuz
Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na

getirildi.

3.2. Bakteriyolojik Izolasyon

Bagirsaklar steril sartlar altinda kesilip, duodenum mukozasindan lam ile
kazint1 alindi. Alinan 6rnekler steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile 1/10 (v/v) oraninda
homojenize edildi. Siispansiyonlardan 10®%°e kadar steril fizyolojik tuzlu su ile
diliisyonlar hazirland1. Bu amagla igerisinde 9 ml steril FTS olan tiipler hazirland. ilk
tiipe hazirlanmis olan ve bagirsak igerigini 1/10 (v/v) oraninda igeren siispansiyondan 1
ml eklendi ve siispansiyon homojenize edildi. Bu sekilde 7 tiipe de bir onceki
dilisyondan 1 ml aktarilmak suretiyle logio tabanina gore diliisyonlar hazirlandi.
Hazirlanan diliisyonlar Lactobacillus spp. ve E. faecium izolasyonu i¢in kullanildi.

Enterococcus faecium selektif izolasyonu igin 1072, 10° ve 10™lik
diliisyonlardan 0,1 ml alinarak 3 adet Bile Esculin Agar (BEA)’a yayma tarzinda ekim
yapild1 (Strompofova ve ark., 2004; Giilhan ve ark., 2015). Ekim yapilan besi yerleri
37°C’de 24 saat siireyle aerobik kosullarda inkubasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda 1-20 adet siyah renkli-eskiilin pozitif bakteri kolonisi igeren besi yerleri
degerlendirmeye alindi. Degerlendirme amaciyla her hayvana ait materyalden iiretilmis
olan, farkli koloni morfolojisi gosteren 2-3 adet koloni secildi ve bu kolonilere Gram
boyama ve katalaz testi gergeklestirildi. Test sonucunda Gram pozitif ve katalaz negatif
kok morfolojisinde olan koloniler siipheli olarak kabul edildi ve % 5 koyun kanli agara
ekilerek saflastirildi. izole edilen suslar identifikasyon testlerinde kullanilmak iizere %
20°1ik gliserinli Brain Heart Infiizyon (BHI) broth igerisinde -20 °C’de saklandi.

Lactobacillus spp. selektif izolasyonu amaciyla 107 10 ve 10™liik
dilisyonlardan 0,1 ml alinarak 3 adet De Man, Rogosa ve Sharpemrs (MRS) agar’a
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ekim yapildi. Anaerobik kosullarda (Anaerobic gas pack ile jar igerisinde) 48 saat
35°C’°de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1-20 adet bakteri kolonisi igeren besi
yerleri degerlendirmeye alindi. Degerlendirme amaciyla her hayvana ait materyalden
tiretilmis olan, farkli koloni morfolojisi gosteren 1-3 adet koloni segildi ve bu kolonilere
Gram boyama ve katalaz testi yapildi. Test sonucunda Gram pozitif ¢omak
morfolojisinde ve katalaz negatif olan koloniler siipheli olarak degerlendirildi (Sieladie
ve ark., 2011). Bu kolonilerden MRS agara ekim yapilarak, saflastirildi. izole edilen
suslar identifikasyon testlerinde kullanilmak tizere %20’lik gliserinli MRS broth’ta -20
°C’de saklandi.

3.3. Genotipik Identifikasyon

Genotipik identifikasyon amaciyla Lactobacillus spp. ve E. faecium siipheli
izolatlarin DNA ekstraksiyonlar1 gergeklestirildi. Bunun igin tim siipheli izolatlar
Triptik Soy Agar (TSA)’da iiretildi. Ureyen bakterilerden DNA ekstraksiyonu, prensibi
spin kolon ile filtrasyon sistemine dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti (Thermo
Scientific, GeneJET Genomic DNA Purifikasyon Kiti) kullanilarak iiretici firmanin
talimatlarina gore gerceklestirildi. Buna gore bir 6ze dolusu siipheli koloni alind1 ve 180
ul Gram-pozitif bakteri lizis tamponu igerisinde siispanse edildi. Siispansiyon 37°C’de
30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 200 ul lizis buffer ve 20 pl proteinaz K
eklendi. Siispansiyon homojen hale gelinceye kadar vorteks ile karigtirildi. Karigim
56°C’de 30 dk siire ile su banyosunda inkiibe edildi. Uzerine 20 ul RNaseA eklendi ve
vorteksleme sonrasinda 10 dk siireyle oda 1sisinda bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda
400 pl %50’1ik etanol eklendi ve iyice karistirildi. Hazirlanmis olan lizat ekstraksiyon
kolonuna aktarildi ve 6000xg’de 1 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonras: alttaki
kolon atildi ve yeni kolona konulan koleksiyon tiipiine 500 pl yikama tamponu 1
eklendi. Kolon 8000xg’de 1 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 alttaki kolon
atild1 ve yeni kolona konulan koleksiyon tiipiine 500 pl yikama tamponu 2 eklendi.
Kolon 12000xg’de 3 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki kolon atild1 ve
DNase-RNase i¢cermeyen mikrotiip lizerine konulan koleksiyon tiipine 100 ul eliisyon
tamponu eklendi. Kolon, 2 dk siire ile oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 8000xg’de 1
dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen DNA’larin konsantrasyonlari

nanodrop spektrofotometre ile Slgiildii ve tim DNA’lar konsantrasyonlari 50 ng/pl

11



olacak sekilde ayarlandi. Ekstrakte edilen DNA’lar PCR’da hedef DNA olarak
kullanilmak iizere -20°C’de saklandh.

Enterococcus spp. ve Lactobacillus spp.’nin molekiiler identifikasyonu cinse
ve E. faecium ve L. acidophilus igin ise tiire 6zel primerler kullanilarak literatiirde
bildirilen yonteme gore PCR ile gerceklestirildi. Reaksiyonda kullanilan oligoniikleotid
primerler Tablo 2’de gosterildi.

Tablo 2. Calismada kullanilan oligoniikleotid primer dizileri.

Primer Oligoniikleotid dizisi (5’-3) Bant boyutu Referans

ENT1 TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Ke ve ark. (1999)

ENT2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC

FM1 GAAAAAACAATAGAAGAATTAT 215 Jackson ve ark. (2004)

FM2 TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA

Lacto F TGGAAACAGGTGCTAATACCG 230 Markiewicz ve Biedrzycka
LactoR CCATTGTGGAAGATTCCC (2005)

LacidoF CACTTCGGTGATGACGTTGG 575 Sul ve ark. (2007)

LacidoR CGATGCAGTTCCTCGGTTAAGC

Enterococcus spp.’nin PCR ile cins diizeyinde identifikasyonu i¢in Ke ve ark.
(1999)’nin kullandiklar1 protokol uygulandi. Toplam 20 pl PCR karigimina; 50 ng
ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR tamponu, 2.5 mM MgCl,, 1 uM her bir primer, 200
uM her bir dNTP, 0,5 U Taq polymeraz ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 95°C’de 3
dk ilk denatiirasyon, 35 siklus 95°C’de 30 sn, 55°C’de 30 sn, 72°C’de 1 dk
amplifikasyon ve 72°C’de 7 dk son uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi.
Amplifikasyon tirtinleri etidium bromid (2 pg/ml) iceren %3’liik agaroz jel elektroforezi
sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme sonrasinda 112 bp’lik
bant goriilmesi Enterococcus spp. igin pozitif olarak degerlendirildi.

Enterococcus spp. pozitif olarak bulunan izolatlar E. faecium spesifik PCR ile
identifiye edildi. PCR kosullar1 Jackson ve ark. (2004)’nin kullandiklar1 protokoliin
modifiye ve optimize edilmesi ile gergeklestirildi. Toplam 25 ul PCR karisimina; 50 ng
ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR buffer, 3 mM MgCl,, 16 uM her bir primer, 200 uM
her bir dNTP, 1 U Taq polymeraz ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 95°C’de 4 dk ilk
denatiirasyon, 30 siklus 95°C’de 30 sn, 55°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk amplifikasyon ve
72°C’de 7 dk son uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon iiriinleri

etidium bromid (2 pg/ml) iceren %2’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
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transilluminatdr ile gorintiilendi. Goriintiileme sonrasinda 215 bp’lik bant goriilmesi E.
faecium i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

Lactobacillus spp.’nin PCR ile cins diizeyinde identifikasyonu i¢in Markiewicz
ve Biedrzycka (2005)’nin kullandiklart protokol kullanildi. Toplam 20 pul PCR
karisimina; 50 ng ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, 1 uM her
bir primer, 250 uM her bir dNTP, 0,4 U Taq polymerase ilave edildi. Amplifikasyon
kosullar1 94°C’de 1 dk ilk denatiirasyon, 30 siklus 94°C’de 30 sn, 52°C’de 30 sn,
72°C’de 30 sn amplifikasyon ve 72°C’de 5 dk son uzama asamasi olacak sekilde
ayarlandi. Amplifikasyon firtinleri etidium bromid (2 pg/ml) igeren %?2’lik agaroz jel
elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme sonrasinda
230 bp’lik bant goriilmesi Lactobacillus spp. i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

Lactobacillus spp. pozitif olarak bulunan izolatlar L. acidophilus spesifik PCR
ile identifiye edildi. PCR kosullart Sul ve ark. (2007)’min kullandiklar1 protokol
dogrultusunda gergeklestirildi. Toplam 25ul PCR karisimina 50 ng ekstrakte edilmis
DNA, 1X PCR tamponu, 2 mM MgCl;, 1 uM her bir primer, 200 uM her bir dNTP, 1 U
Taq polymerase ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 95°C’de 5 dk ilk denatiirasyon, 30
siklus 95°C’de 30 sn, 56°C’de 30 sn, 72°C’de 30 sn amplifikasyon ve 72°C’de 5 dk son
uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon iirlinleri etidium bromid (2
ug/ml) iceren %1.5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile
gortintiilendi. Goriintiileme sonrasinda 575 bp’lik bant goriilmesi L. acidophilus igin

pozitif olarak degerlendirildi.

3.4. Izolatlarin Safra Toleranslarinin Belirlenmesi

izolatlarin safra toleransimin belirlenmesi amaciyla steril PBS igerisinde 10’
kob/ml olacak sekilde siispansiyonlar1 hazirlandi. Safra tolerans testi % 0,5 ve %1,0
safra konsantrasyonlar1 i¢in test edildi. Bu amagcla; her bir Lactobacillus spp. ve E.
faecium izolati igin ayr1 ayr1 olmak {izere steril mikropleyt kuyucuklarina % 0,5 ve %1,0
oraninda safra iceren 200 pl steril PBS konuldu. Kuyucuklara 10" kob/ml olacak sekilde
hazirlanmis olan test edilecek izolatlardan 20 pl inokule edildi. Her izolat i¢in bir
kuyucuk da kontrol olarak tasarlandi ve bu kuyucuga safra icermeyen 200 ul bakteri
stispansiyonu eklendi. Lactobacillus spp. ve E. faecium igeren mikropleytler sirasiyla

35°C ve 37°C’de 1,5 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her
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kuyucuktaki siispansiyon 10™’e kadar seyreltilerek 102107 ve 10™*liik diliisyonlardan
Lactobacillus spp. i¢in 3’er adet MRS agara, E. faecium i¢in de 3’er adet BEA’ya 50 pl
olmak tizere yayma tarzinda ekim yapildi. Besi yerleri Lactobacillus spp. i¢in 35°C’de
48 saat (anaerobik kosullarda) ve E. faecium i¢in 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda canli bakteri saymmi yapilarak, izolatlarm safra
toleranslart belirlendi (Strompfova ve ark.,, 2004; Sahadeva ve ark., 2011;

Hassanzadazar ve ark., 2012).

3.5. izolatlarin pH Toleranslarinin Belirlenmesi

izolatlarin pH toleransimin belirlenmesi amaciyla steril PBS igerisinde 10’
kob/ml olacak sekilde siispansiyonlar1 hazirlandi. pH tolerans testi pH 3 ve pH 5 igin
test edildi. Bu amagla; her bir Lactobacillus spp. ve E. faecium izolati igin ayr1 ayri
olmak {iizere steril mikropleyt kuyucuklarina SN’lik HCl ile pH 3 ve pH 5’e ayarlanan
200 pl steril PBS konuldu. Kuyucuklara 10 kob/ml olarak hazirlanmus olan test
edilecek izolatlardan 20 ul inokule edildi. Her izolat i¢in bir kuyucuk da kontrol olarak
tasarlandi ve bu kuyucuklara pH 7’ye ayarlanmis olan 200 pl bakteri siispansiyonu
eklendi. Lactobacillus spp. ve E. faecium igeren mikropleytler sirasiyla 35°C ve
37°C’de 1.5 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her kuyucuktaki
siispansiyon 10°’¢ kadar seyreltilerek 102,10 ve 10™1iik diliisyonlardan Lactobacillus
spp. i¢in 3’er adet MRS agara, E. faecium i¢in de 3’er adet BEA’ya 50 ul olmak iizere
yayma tarzinda ekim yapildi. Besi yerleri Lactobacillus spp. i¢in 35°C’de 48 saat
(anaerobik kosullarda) ve E. faecium igin 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda canli bakteri sayimi yapilarak, izolatlarin pH toleranslar:
belirlendi (Strompfova ve ark., 2004; Sahadeva ve ark., 2011; Hassanzadazar ve ark.,
2012).

3.6. izolatlarin Hidrofobisitelerinin Belirlenmesi

Izolatlarm hidrofobisitelerinin belirlenmesi i¢in % 0,03 Kongo Kirmizisi
karistirilmis TSA ve MRS agar hazirlandi. Izolatlar Lactobacillus spp. icin Kongo
kirmizisi igeren MRS agara, E. faecium igin de kongo kirmizisi igeren TSA’ya ekildi ve
sirastyla 35°C’de 48 saat (anaerobik kosullarda) ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona

birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda koloniler renklerine gore degerlendirildi. Kirmizi
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koloniler pozitif (hidrofobik), beyaz veya renksiz koloniler ise negatif (non-hidrofobik)
olarak kabul edildi (Sharma ve ark., 2006).

3.7. izolatlarin Antimikrobiyal Duyarlihklarmin Belirlenmesi

Izolatlarin antibiyotik direnclilik/duyarlilik profilleri amoksisilin (25 png),
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg), ampisilin (10 pg), enrofloksasin (5 pg),
eritromisin (15 pg), linkomisin (2 pg), neomisin (30 pg), oksitetrasiklin (30 pg) ve
trimetoprim/sulfametaksazol (1.25/23.75 pg) antibiyotik diskleri kullanilarak Kirby
Bauer Disk Difiizyon testi ile belirlendi (CLSI, 2013). Bu amagla izolatlar Lactobacillus
spp. i¢cin MRS broth, E. faecium igin de TSB igerisinde iiretildi ve inkiibasyon siiresi
sonunda yogunluklart McFarland No:0,5’e ayarlandi. Stv1 kiiltlirlerden 0,1 ml alinarak
Lactobacillus spp. i¢gin MRS ve E. faecium igin de Mueller Hinton Agara yayma
tarzinda inokule edildi. Antibiyotik disklerinin yerlestirilmesi sonrasinda Lactobacillus
spp. ve E. faecium i¢in sirasiyla 35°C’de 48 saat (anaerobik kosullarda) ve 37°C’de 48
ve 24 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon gaplar lgiildii
ve direng profilleri antibiyotik diski iireticisi firmanin bildirmis oldugu zon caplarina

gore degerlendirildi.

3.8. lIzolatlarin E.coli'ye Karsi in vitro Antagonistik Etkilerinin
Belirlenmesi

Ishalli tavuklardan izole edilmis olan ve kiiltiir koleksiyonumuzda bulunan
patojen E.coli izolatina karsi, tavuklarin bagirsak mikroflorasindan izole edilen
bakterilerin antagonistik etkilerinin arastirilmasinda Radyal Difiizyon yontemi
kullanild1 (Hjelm ve ark., 2004; Hassanzadazar ve ark., 2012; Abdel-Daim ve ark.,
2013).

Bu amagla E.coli izolatmmn 0,5 Mc Farland konsantrasyonundaki sivi
kiiltiirtinden 100 pl alinarak, dokiim sicakligina kadar sogutulmus 500 ml TSA’ya 50 pl
olmak iizere ilave edildi. Bakterinin besi yerinde homojen bir sekilde dagilimi igin
dokiim oncesinde iyice karistirildi. Patojen E.coli izolatinin ilave edildigi besi yerlerinin
petrilere dokiimii yapildi ve 15 dk beklendikten sonra her bir besi yeri {izerine steril
durhaym tiipleri kullanilarak yaklasik 5 mm c¢apinda 4 adet ¢ukur acildi. Besi yeri
tizerinde acilan ¢ukurlara, test edilecek izolatlarin 0,5 Mc Farland konsantrasyonundaki

taze swvi kiltirlerinden 150 pl ilave edildi. Besi yerleri 37°C'de 24 saat siireyle
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inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarin etrafinda olusan seffaf

inhibisyon zonlarin 6l¢timii yapild:.
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4. BULGULAR
4.1. Bakteriyolojik Izolasyon

Enterococcus faecium selektif izolasyonu igin Bile Esculin Agar’a yapilan
inokulasyon sonucunda 115 adet eskulin pozitif bakteri kolonisi siipheli olarak
degerlendirildi (Sekil 1). Gram boyama sonucunda tiim siipheli izolatlarin Gram pozitif-
kok morfolojisinde ve katalaz negatif oldugu belirlendi. Bu bakterilerin Enterococcus
spp. ve E.faecium olarak genotipik identifikasyonunun yapilmasi amaciyla DNA

ekstraksiyonlar1 gerceklestirildi.

Sekil 1. Enterococcus spp. izolasyonu i¢in BEA’a yapilan ekim sonucu iireyen bakteriler (a) Eskiilin
negatif, (b) Eskiilin pozitif

Lactobacillus spp. izolasyonu amaciyla MRS agara yapilmis olan ekimler
sonucunda 67 adet siipheli koloni belirlendi. Yapilmig olan Gram boyama sonucunda
tim siipheli izolatlarin Gram pozitif-comak morfolojisinde ve katalaz negatif oldugu
saptandi. Bu bakterilerin Lactobacillus spp. ve L.acidophilus olarak genotipik

identifikasyonunun yapilmasi amaciyla DNA ekstraksiyonlar1 gergeklestirildi.

17



4.2. Genotipik Identifikasyon

Genotipik identifikasyon amaciyla siipheli izolatlarin DNA ekstraksiyonlari
gerceklestirildi ve elde edilen DNA’larin konsantrasyonlart 50 ng/ul olacak sekilde
ayarlandi.

Enterococcus spp.’nin cins diizeyinde identifikasyonu icin yapilan PCR
sonucunda 112 bp’lik bant goriilmesi Enterococcus spp. igin pozitif olarak
degerlendirildi. Test edilen 115 siipheli izolatin tamaminin Enterococcus spp. oldugu
belirlendi (Sekil 2). Enterococcus spp. pozitif olarak bulunan izolatlar E. faecium
spesifik PCR ile identifiye edildi. Goriintiileme sonrasinda 215 bp’lik bant goriilmesi E.
faecium igin pozitif olarak degerlendirildi. Incelenen 115 Enterococcus spp. izolatmin

20 adetinin pozitif bant verdigi saptandi ve E. faecium olarak identifiye edildi (Sekil 3).

Belirlenen 20 izolat diger testlerde kullanilmak tizere segildi.

Sekil 2. Siipheli izolatlarin Enterococcus spp. spesifik primer ile yapilan PCR sonucu 1-18: Enterococcus
spp. pozitif; M: marker (100-1000 bp)

Sekil 3. Enterococcus spp. olarak identifiye edilen izolatlarin E.faecium spesifik primer ile yapilan PCR
sonucu 1-3, 10-14,17, 18: negatif; 4-9, 15, 16, 19, 20: pozitif; M: marker (100-1000 bp)

Lactobacillus spp.’nin cins diizeyinde identifikasyonu igin yapilan PCR
sonucunda 230 bp’lik bant goriilmesi Lactobacillus spp. igin pozitif olarak
degerlendirildi. Test edilen 67 siipheli izolatin 21 adetinin Lactobacillus spp. oldugu
belirlendi (Sekil 4). Lactobacillus spp. pozitif olarak bulunan izolatlar L.acidophilus
spesifik PCR ile tiir diizeyinde identifiye edildi. Goriintilleme sonrasinda 575 bp’lik

bant goriilmesi L.acidophilus igin pozitif olarak degerlendirildi. incelenen 21



Lactobacillus spp. izolatinin 9 adetinin pozitif bant verdigi saptandi ve L.acidophilus
olarak identifiye edildi (Sekil 5). Lactobacillus spp. olarak identifiye 21 izolat diger

testlerde kullanilmak tizere se¢ildi.

Sekil 4. Stipheli izolatlarin Lactobacillus spp. spesifik primer ile yapilan PCR sonucu 1-21: Lactobacillus
spp. pozitif; M: marker (100-1000 bp)

Sekil 5. Lactobacillus spp. olarak identifiye edilen izolatlarin L.acidophilus spesifik primer ile yapilan
PCR sonucu 1,2,4,7: L. acidophilus pozitif; 3,5,6,8-10: L.acidophilus negatif; M: marker (100-
1000 bp)

4.3. izolatlarin Safra Toleranslarinin Belirlenmesi
Izolatlarin safra toleranslar, %0,5 ve %1,0 safra konsantrasyonlarinda

canliliklarin1 muhafaza etmelerinin tespiti ile belirlendi (Sekil 6).

Sekil 6. Safra tolerans testi i¢in kullanilan safra soliisyonlar1 (a): Saf safra; (b): %1 oraninda

sulandirilmis safra; (C): %0,5 oraninda sulandirtlmig safra
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Bu amagla; her bir Lactobacillus spp. ve E. faecium izolat1 ayr1 ayri olmak
tizere test edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 3 ve Tablo 4 ile Sekil 7 ve Sekil 8’de

sunuldu.

Tablo 3. E.faecium izolatlarinin safra tolerans testi sonuglari (log kob/ml)

izolat no %1 safra %0,5 safra %0 safra
EFMO01.1 4,00 4,00 4,04
EFM02.1 4,08 4,08 411
EFMO05.2 4,00 4,04 4,11
EFM10.8 4,00 4,00 3,90
EFM16.1 3,95 4,00 4,08
EFM18.3 4,00 4,04 4,00
EFM20.2 3,30 3,48 3,30
EFM21.1 4,00 4,04 411
EFM24.1 4,04 4,11 4,08
EFM27.2 4,00 4,00 4,08
EFM32.1 3,70 3,70 3,85
EFM34.2 3,95 4,00 4,04
EFM36.1 411 4,18 411
EFM37.1 411 411 4,15
EFM38.2 4,00 4,04 4,08
EFM39.1 4,00 4,00 4,08
EFMA40.1 3,95 4,00 4,00
EFMA41.3 3,48 3,48 3,60
EFM46.1 3,48 3,60 3,60
EFM49.2 4,00 4,00 4,04
16000 -
14000
12000
10000
H %0
8000 H %0,5
6000 %1

4000

2000

123456 7 8 91011121314151617181920

Sekil 7. E.faecium izolatlariin safra tolerans testi sonuglariin karsilagtirmali analizi (kob/ml)
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Tablo 4. Lactobacillus spp. izolatlarinin safra tolerans testi sonuglar1 (log kob/ml)

izolat no Bakteri ismi %1 safra %0.5 safra %0 safra
LB02.1 L. acidophilus 3,89 3,89 3,90
LB05.2 L. acidophilus 3,92 3,94 3,94
LB14.3 L. acidophilus 3,95 3,97 3,97
LB16.3 L. acidophilus 3,78 3,80 3,80
LB20.2 L. acidophilus 3,83 3,83 3,85
LB26.1 L. acidophilus 3,85 3,86 3,86
LB35.1 L. acidophilus 3,67 3,70 3,70
LB46.1 L. acidophilus 3,78 3,78 3,83
LB49.3 L. acidophilus 3,83 3,83 3,85
LB03.2 Lactobacillus spp. 3,80 3,83 3,83
LB04.1 Lactobacillus spp. 3,70 3,72 3,76
LB11.1 Lactobacillus spp. 3,78 3,80 3,80
LB13.1 Lactobacillus spp. 3,89 3,90 3,90
LB15.3 Lactobacillus spp. 3,90 3,90 3,92
LB21.1 Lactobacillus spp. 3,83 3,83 3,85
LB23.2 Lactobacillus spp. 3,85 3,86 3,89
LB30.1 Lactobacillus spp. 3,83 3,85 3,85
LB32.2 Lactobacillus spp. 3,76 3,78 3,78
LB37.1 Lactobacillus spp. 3,78 3,80 3,80
LB45.1 Lactobacillus spp. 3,72 3,72 3,76
LB50.1 Lactobacillus spp. 3,80 3,80 3,83
10000 -

9000 -

8000 -

7000 -

5000 - = %0,5

4000 - m %1

3000 -

2000 -

1000 -~

Sekil 8. Lactobacillus spp. izolatlarmin safra tolerans testi sonuglarinin karsilastirmali analizi (kob/ml)

Calismada incelenen izolatlarin safra tolerans testi sonrasinda canli kalma oranlar1 hesaplandi.

Test sonucunda canli kalma oranlar1 Tablo 5 ve Tablo 6’da sunuldu.
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Tablo 5. E.faecium izolatlarinin safra tolerans testi sonucunda canli kalma oranlari (%)

izolatno 9%60,5safra %lsafra

EFMO01.1 90,91 90,91
EFM02.1 92,31 92,31
EFMO05.2 84,62 76,92
EFM10.8 100,00 80,00
EFM16.1 83,33 75,00
EFM18.3 90,91 90,91
EFM20.2 66,67 66,67
EFM21.1 84,62 76,92
EFM24.1 92,31 84,62
EFM27.2 83,33 83,33
EFM32.1 71,43 71,43
EFM34.2 90,91 81,82
EFM36.1 86,67 86,67
EFM37.1 92,86 92,86
EFM38.2 91,67 83,33
EFM39.1 83,33 83,33
EFM40.1 100,00 90,00
EFM41.3 75,00 75,00
EFM46.1 100,00 75,00
EFM49.2 90,91 90,91

Tablo 6. Lactobacillus spp. izolatlarinin safra tolerans testi sonucunda canli kalma oranlari (%)

izolatno 960,5 %1

LB02.1 96,25 96,25
LBO05.2 100,00 95,40
LB14.3 100,00 96,77
LB16.3 100,00 95,24
LB20.2 95,71 95,71
LB26.1 100,00 95,89
LB35.1 100,00 94,00
LB46.1 89,55 89,55
LB49.3 95,71 95,71
LB03.2 100,00 94,03
LB04.1 92,98 87,72
LB11.1 100,00 95,24
LB13.1 100,00 96,25
LB15.3 96,39 96,39
LB21.1 95,71 95,71
LB23.2 94,81 90,91
LB30.1 100,00 95,71
LB32.2 100,00 95,00
LB37.1 100,00 95,24
LB45.1 92,98 92,98
LB50.1 94,03 94,03
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4.4. Izolatlarin pH Toleranslarinin Belirlenmesi

Izolatlarn pH toleransinin belitlenmesi pH 3 ve pH 5°te canliliklarmi
muhafaza etme oranlarinin belirlenmesi suretiyle incelendi. Test sonucunda canli
bakteri sayimi yapilarak, izolatlarin pH toleranslar1 belirlendi. Test sonuglar1 Tablo 7 ve

Tablo 8 ile Sekil 9 ve Sekil 10°da sunuldu.

Tablo 7. E.faecium izolatlarmm pH tolerans testi sonuglar1 (log kob/ml)

izolat no pH 3 pH 5 pH 7
EFMOLLI 4,00 4,04 4,04
EFM021 4,08 4,08 4,08
EFM052 4,00 4,00 411
EFM10.8 4,00 4,00 3,90
EFM16.1 4,00 4,00 4,08
EFM18.3 395 3,95 4,00
EFM20.2 3,30 3,30 3,30
EFM21.1 4,04 4,08 411
EFM24.1 4,04 4,08 4,08
EFM27.2 4,00 4,08 4,08
EFM32.1 378 3,85 3,85
EFM34.2 4,00 4,00 4,04
EFM36.1 4,08 4,08 411
EFM37.1 4,11 411 4,15
EFM382 4,04 4,08 4,08
EFM39.1 4,04 4,04 4,08
EFM40.1 4,00 4,00 4,00
EFM41.3 348 3,48 3,60
EFM46.1 3,48 3,48 3,60
EFM49.2 4,00 4,00 4,04
14000 -
12000
10000
8000 W pH7
6000 WpH5
4000 WpH3
2000
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 9. E.faecium izolatlarmin pH tolerans testi sonuglarinin karsilastirmali analizi (kob/ml)
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Tablo 8. Lactobacillus spp. izolatlarimin pH tolerans testi sonuglar1 (log kob/ml)

izolat no Bakteri ismi pH 3 pH 5 pH 7
LB02.1 L. acidophilus 3,90 3,90 3,90
LB05.2 L. acidophilus 3,92 3,94 3,94
LB14.3 L. acidophilus 3,94 3,95 3,97
LB16.3 L. acidophilus 3,72 3,78 3,80
LB20.2 L. acidophilus 3,83 3,85 3,85
LB26.1 L. acidophilus 3,83 3,85 3,86
LB35.1 L. acidophilus 3,70 3,70 3,70
LB46.1 L. acidophilus 3,80 3,80 3,83
LB49.3 L. acidophilus 3,83 3,83 3,85
LB03.2 Lactobacillus spp. 3,78 3,83 3,83
LB04.1 Lactobacillus spp. 3,72 3,76 3,76
LB11.1 Lactobacillus spp. 3,78 3,78 3,80
LB13.1 Lactobacillus spp. 3,86 3,90 3,90
LB15.3 Lactobacillus spp. 3,90 3,90 3,92
LB21.1 Lactobacillus spp. 3,80 3,83 3,85
LB23.2 Lactobacillus spp. 3,86 3,89 3,89
LB30.1 Lactobacillus spp. 3,80 3,85 3,85
LB32.2 Lactobacillus spp. 3,76 3,78 3,78
LB37.1 Lactobacillus spp. 3,76 3,78 3,80
LB45.1 Lactobacillus spp. 3,72 3,72 3,76
LB50.1 Lactobacillus spp. 3,78 3,83 3,83
10000
9000 -
8000 -
7000 -
6000 - = pH7
5000 - mpHS
4000 - MpH3
3000 -
2000 -

1000 -~
0 4

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Sekil 10. Lactobacillus spp. izolatlarinin pH tolerans testi sonuglarinin karsilagtirmali analizi (kob/ml)

Caligmada incelenen izolatlarin pH tolerans testi sonrasinda canli kalma oranlar1 hesaplandi.

Test sonucunda canli kalma oranlar1 Tablo 9 ve Tablo 10°da sunuldu.
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Tablo 9. E.faecium izolatlarinin pH tolerans testi sonucunda canli kalma oranlar1 (%)

izolatno pH5 pH 3
EFMO01.1 100,00 90,91
EFM02.1 100,00 100,00
EFMO05.2 76,92 76,92
EFM10.8 100,00 80,00
EFM16.1 83,33 83,33
EFM18.3 90,00 90,00
EFM20.2 100,00 100,00
EFM21.1 92,31 84,62
EFM24.1 100,00 91,67
EFM27.2 100,00 83,33
EFM32.1 100,00 85,71
EFM34.2 90,91 90,91
EFM36.1 92,31 92,31
EFM37.1 92,86 92,86
EFM38.2 100,00 91,67
EFM39.1 91,67 91,67
EFM40.1 100,00 100,00
EFM41.3 75,00 75,00
EFM46.1 75,00 75,00
EFM49.2 90,91 90,91

Tablo 10. Lactobacillus spp. izolatlarimin pH tolerans testi sonucunda canli kalma oranlari (%)

izolatno pH5 pH 3

LB02.1 100,00 100,00
LB05.2 100,00 95,40
LB14.3 96,77 93,55
LB16.3 95,24 84,13
LB20.2 100,00 95,71
LB26.1 95,89 91,78
LB35.1 100,00 100,00
LB46.1 94,03 94,03
LB49.3 9571 95,71
LB03.2 100,00 89,55
LB04.1 100,00 92,98
LB11.1 9524 95,24
LB13.1 100,00 91,25
LB15.3 96,39 96,39
LB21.1 9571 90,00
LB23.2 100,00 94,81
LB30.1 100,00 90,00
LB32.2 100,00 95,00
LB37.1 9524 90,48
LB45.1 92,98 92,98
LB50.1 100,00 89,55

25



4.5. Izolatlarin Hidrofobisitelerinin Belirlenmesi

Izolatlarin hidrofobisitelerinin belirlenmesi icin % 0,03 Kongo Kirmizisi
karistirtlmis kat1 besi yerlerine inokule edilen Lactobacillus spp. ve E. faecium
izolatlarmin tiimiiniin inkiibasyon siiresi sonunda pembe-kirmizi koloniler olusturdugu
goriildii. Degerlendirme sonucunda tiim izolatlar pozitif olarak degerlendirildi. Bu

sonuca gore izolatlarin hepsinin hidrofobik olduklari belirlendi (Sekil 11).

Sekil 11. izolatlarin hidrofobisitelerinin belirlenmesi igin yapilan Kongo Kirmizili agarda pozitif sonug

4.6. Izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Izolatlarin antibiyotik direnglilik/duyarlilik profilleri amoksisilin (25 pg),
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg), ampisilin (10 pg), enrofloksasin (5 pg),
eritromisin (15 pg), linkomisin (2 pg), neomisin (30 pg), oksitetrasiklin (30 pug) ve
trimetoprim/sulfametaksazol (1.25/23.75 pg) antibiyotik diskleri kullanilarak Kirby
Bauer Disk Difiizyon testi ile belirlendi.

Lactobacillus spp. ve E. faecium izolatlarinin incelenen antibiyotiklere karsi

direng profilleri Tablo 11-13’te gosterildi.
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Tablo 11. E.faecium izolatlarmm antibiyotik direnglilikleri

>
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wn
x
3

EFMO1.1
EFMO02.1
EFMO05.2
EFM10.8
EFM16.1
EFM18.3
EFM20.2
EFM21.1
EFM24.1
EFM27.2
EFM32.1
EFM34.2
EFM36.1
EFM37.1
EFM38.2
EFM39.1
EFM40.1
EFM41.3
EFM46.1

EFM49.2 R R R R R R R R

U U U U U U MU MU LU UL LU UL IUW OO
 —-— XY XY XY OV XV XV DV OV XUV XV OV XV XUV OV O XUV O 2
s v B> v B> v B> v B> v B o B> o B>« B> s B s B> s B> s B> o B> s B 7 T B
s v > v > v B> v B> v B o B> s B« B« B s B s B> s B> o B s B> s B s IR O
Xl XX XYV X XV OV XV XV VOV XV XV OV XV XUV OV O — —
W N === == — = —— - -0 -0 0"
I U U XW——— WUV HUVIOHOH—— O — — — —
s v > v B> v B> v B v B>« B> s B> s B> s B> s B>« B> s > o > B B w B s B o B o
T U —w»w—nwTVIODIODIT®NIN®NINOOn

S: duyarly; I: orta derecede duyarli; R: direngli; AX: amoksisilin; AMC: amoksisilin/klavulanik asit;
AMP:ampisilin; EX: enrofloksasin; E: eritromisin; L: linkomisin; N: neomisin; OT: oksitetrasiklin;
SXT: trimetoprim/sulfametaksazol.
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Tablo 12. Lactobacillus spp. izolatlarinin antibiyotik direnglilikleri

>
<
v
>
<
O
(@)
|
>
X
m
X
w
x
3

LB02.1
LB05.2
LB14.3
LB16.3
LB20.2
LB26.1
LB35.1
LB46.1
LB49.3
LB03.2
LB04.1
LB11.1
LB13.1
LB15.3
LB21.1
LB23.2
LB30.1
LB32.2
LB37.1
LB45.1
LB50.1 S R S R S R R R

mw n n n no na0nnoonoonuonu00n0Don0non
J 0 X0V X »w OV w»w XV OV XV XUV XUV OV XV XV OV OV XUV XUV O |2
" nu uu nu nuo nnonomononmnonnmuononmononmononon
w T nu 0D v 0 nununuunuonmnmunmvw 10ounuonmw 0 0n 0n
mu nu no no nonononnoonoonuoonuaon VD onon 0 oM
0w 0N nu no nmo oo nu nonnonnmuononmwononnonnuon
O 0 oo un onuo unm — — — 00 um Ounmw 0Oonw n on 030
J 0V XV U »nww»mw U UV OV OV OV LV IO w AV OV O O X0 0|
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S: duyarli; I: orta derecede duyarli; R: direngli; AX: amoksisilin; AMC: amoksisilin/klavulanik asit;
AMP:ampisilin; EX: enrofloksasin; E: eritromisin; L: linkomisin; N: neomisin; OT: oksitetrasiklin;
SXT: trimetoprim/sulfametaksazol.
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Tablo 13. Caligma kapsaminda izole edilen bakterilerin antibiyotik direng profilleri

AMP N AMC OT E AX  EX L SXT
s ! 0 2 2 0 6 0 0 9
(%5)  (%0)  (%10) (%10)  (%0) (%30) (%0)  (%0)  (%45)
E.faecium I 0 1 0 0 2 12 9 0 2
(n=20) (%0)  (%5)  (%0)  (%0)  (%10) (%60) (%45) (%0)  (%10)
5 19 19 18 18 18 2 11 20 9
(%95)  (%95)  (%90)  (%90) (%90) (%10) (%55) (%80)  (%45)
s 1 2 12 9 11 12 6 2 2
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
L actobacillus (/0%1,7) (A)l()e,7) (A):(L)OO) (/ogs) (/0%1,7) (A%OO) (4350) (A>106,7) (/0136,7)
( 525'2) b o60)  (%0)  (60)  (%0)  (%0)  (%0) (%25)  (%0)  (%25)
= 1 10 0 3 1 0 3 10 7
(%8,3) (%83,3) (%0) (%25) (%83) (%0) (%8,3) (%83,3) (%58,3)
s 5 0 9 5 5 9 5 2 1
(%55,6)  (%0)  (%100) (%55,6) (%55,6) (%100) (%55,6) (%22,2) (%11,1)
L.acidophilus I 0 0 0 0 0 0 0 0 1
(n=9) %0)  (%0)  (%0)  (%0)  (%0)  (%0)  (%0)  (%0)  (%111)
5 4 9 0 4 4 0 4 7 7
(%44,4) (%100)  (%0) (%444) (%444) (%0) (%44.4) (%77.8) (%77,8)

S: duyarli; I: orta derecede duyarli; R: direngli; AX: amoksisilin; AMC: amoksisilin/klavulanik asit;

AMP:ampisilin; EX: enrofloksasin;
SXT: trimetoprim/sulfametaksazol.

E: eritromisin; L: linkomisin; N: neomisin; OT: oksitetrasiklin;

Izolatlar ¢oklu antibiyotik direngliliklerine gore de degerlendirildi. izolatlarin

coklu antibiyotik direng profilleri Tablo 14’te sunuldu.

Tablo 14. izolatlarin ¢oklu antibiyotik direng profilleri

Direngli bulunan E.faecium L.acidophilus  Lactobacillus spp.

antibiyotik (n) (n=20) (n=9) (n=21)
0 — — 1
1 —_ —_ —_
2 — 2 4
3 — 1 7
4 2 1 3
5 2 3 4
6 4 1 1
7 4 1 1
8 8 — —
9 — — —
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4.7. lzolatlarin E.coli'ye Karst in vitro Antagonistik Etkilerinin
Belirlenmesi

Ishalli tavuklardan izole edilmis olan ve kiiltiir koleksiyonumuzda bulunan
patojen E.coli izolatina karsi, tavuklarin bagirsak mikroflorasindan izole edilen
bakterilerin antagonistik etkilerinin arastirlmasinda Radyal Diflizyon yontemi
kullanildi. Degerlendirme kuyucuklarin etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlarinin
olgtimii ile gerceklestirildi. Degerlendirme sonucunda izolatlarin bulundugu kuyucuklar

etrafinda inhibisyon zonlar1 goriillmedi ve izolatlarin higbirisinin E.coli’ye kars1 in vitro

antagonistik etki gostermedigi belirlendi (Sekil 12).

Sekil 12. in vitro antagonistik etkinin belirlenmesi i¢in yapilan Radyal Diflizyon Testi sonucu.
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5. TARTISMA

Insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda patojen mikroorganizmalara karsi
antagonistik etki gosteren, bagirsak mikroflorasi {izerine yararli etkiler olusturan,
patojen olmayan, Gram pozitif ve fakiiltatif anaerob, laktik asit tireten canli dogal
bagirsak bakterileri, maya kiiltiirleri ve hiicreleri ile mantarlar “probiyotikler” olarak
tanimlanmaktadirlar. Probiyotik bakteriler, probiyotik canli mikrobiyal kiiltiirler ve
mikroorganizmalarin fermente triinleri olarak 2 grup halinde incelenmektedir. Bu tiirler
mide-bagirsak  florasinin  6nemli  poplilasyonunu  olusturmaktadir.  Probiyotik
bakterilerden olarak en yaygin kullanilanlari laktik asit bakterileridir ve bunlar
Lactobacillus spp., Streptococus spp., Enterococcus spp., Leuconostoc spp.,
Pediococcus spp. ve Bifidobacterium spp.’dir. Laktik asit bakterileri diginda probiyotik
olarak kullanilan diger mikroorganizmalar ise Bacillus spp., Saccharomyces spp. ve
Aspergillus spp.’dir (Tannock, 1997). Laktik asit bakterileri Gram-pozitif, genellikle
hareketsiz, sporsuz, laktozdan fermentasyon sonucu laktik asit olusturan ve genellikle
katalaz ile oksidaz negatif bakteriler olarak tanimlanmaktadirlar (Ringo ve Gatesoupe,
1998). Laktik asit bakterileri farkli ve olumsuz g¢evre kosullarina adapte olmuslardir.
Dogada yaygin olarak bulunurlar. Laktik asit bakterileri sicakkanli hayvanlarin bagirsak
boslugunda, siit ve siit {irlinlerinde, deniz iirlinleri ve bazi bitki yiizeylerinde yaygin
olarak bulunmaktadir. Laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak kullanim
potansiyelinde olduklar1 bildirilmektedir. Bu bakteriler hayvanlarin gelisimini
arttirabilirler, patojen bakterilerle rekabete girebilirler ve viicudun dogal bagisiklik
mekanizmasini giiglendirebilirler (Vandenberg, 1993; Villamil ve ark., 2002).

Laktik asit bakterileri igerisinde yer alan laktobasiller; Gram pozitif, sporsuz,
hareketsiz, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob, comak veya kokobasil seklinde
bakterilerdir (Gomes ve Malcata, 1999). Laktobasiller pH 3.0’¢ kadar tolerans
gosterirler ve boylece diisiik mide pH’sinda canliliklarini koruyarak, bagirsak kanalina
gecip  etkilerini  burada  gerceklestirirler.  Duodenumda  safra  tuzlarindan
etkilenmemektedirler. Wattkins ve Miller (1983)’in germ-free broyler civcivlerde L.
acidophilus’un sindirim sisteminde kolonize oldugu yerler ile ilgili yaptiklar1 bir
caligmada etkeni kursak, proventrikiilis ve duedonum epitelinde elektron mikroskop
altinda tespit etmislerdir. Ayrica, pek ¢cok Lactobacillus susu 45-48°C gibi yiiksek 1s1 ve

basinca nispeten dayanikli oldugundan dolayr yem yapim islemleri sirasinda 1s1 ve
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basingtan etkilenmeyerek canliliklarini koruyabilmektedirler (Hamdan, 1973; Shahani
ve Ayebo, 1980; Gilliand, 1984). Bu caligmada Lactobacillus spp. izolasyonu igin
selektif besi yerlerine yapilan ekim sonucunda 67 adet siipheli bakteri izole edildi.
Stipheli bulunan bakterilerin identifikasyonu i¢in yapilan PCR sonucunda stipheli
izolatlardan 21 adetinin Lactobacillus spp. olarak belirlendi. Lactobacillus spp. pozitif
bulunan izolatlarin 9’u tiir spesifik PCR ile L.acidophilus olarak identifiye edildi.
Lactobacillus spp. olarak identifiye edilen 21 izolat probiyotik 6zelliklerinin
arastirtlmasi amaciyla segildi.

Enterokoklar, sporsuz, Gram pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob, 10°C
ve 45°C°de, pH 9,6°da, %6,5 NaCl’ de %40 safra tuzunda gelisebilen, kok seklinde
mikroorganizmalardir. E. faecium ve E. faecalis, bagirsak hastaliklarindaki etkileri
nedeniyle gecmiste probiyotik olarak kullanilmistir. Bakteriyosin iiretimi gibi
probiyotik olarak istenen mikrobiyolojik Ozelliklere sahip olsalar da, patojenlere
antimikrobiyal diren¢ aktarimi gibi Ozelliklerinden dolayr kullanimlari konusunda
siipheler bulunmaktadir. Bu bakterilerin hali hazirda kullanimda olan ticari formlar
bulunmaktadir (Mombelli ve Gismondo, 2000). Bu c¢alismada E. faecium selektif
izolasyonu i¢in BEA’ya yapilan inokulasyon sonucunda 115 Enterococcus spp. siipheli
izolat belirlendi. Identifikasyon igin yapilan PCR sonucunda 20 adeti E. faecium olarak
identifiye edildi. Belirlenen 20 izolat probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi i¢in yapilan
testlerde kullanilmak tizere segildi.

Oral yol ile viicuda alman mikroorganizmalar gastrointestinal sistemden
gecisleri sirasinda canliliklarini korumalarint engelleyen bir takim faktorlere maruz
kalirlar. Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sistemde canliliklarin1 korumalar1 ince
bagirsakta safra tuzuna ve diisiik pH’ya dayanimlarina baglidir (Marteau ve ark., 1997).
Bakteriler bagirsaga belli bir saymin iizerinde ve canliliklarim1 korumus olarak
ulagmalidirlar. Probiyotiklerde aranan 6zelliklerden birisi de bu sekilde stabil olmalari,
diisiik pH ve safra tuzlar1 gibi olumsuz ¢evre kosullarindan etkilenmeden bagirsakta
metabolize olmalaridir. Probiyotik sus sec¢iminde dikkate alinmasi gereken safra
konsantrasyonlar1 konusunda arastiricilar arasinda farkli goriisler bulunmaktadir. Bazi
aragtiricilar % 10 gibi yiiksek safra konsantrasyonunun test edilmesini savunurken,
bazilar1 ise %0,5’e kadar toleransin olmasinin yeterli oldugu goriisiinii savunmaktadirlar

(Nikoskelainen ve ark., 2001; Pérez-Sanchez ve ark., 2011a). Baliklarda yapilan bir
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calismada, Lactobacillus suslarinin % 1 safra kosullarinda 3 saat inkiibasyonu takiben
sayilarinin degismedigini belirlenmistir (Pérez-Sanchez ve ark., 2011b). Benzer bir
arastirmada, antagonistik etkili oldugu bilinen Lactobacillus suslar1 1,5 saat siireyle %
2,5-10 konsantrasyonunda safraya maruz birakilmis ve suslarin hayatta kalabildikleri
bildirilmistir (Balcazar ve ark., 2008). Sabir ve ark. (2010) laktobasil suslarinin %0,3
konsantrasyonundaki safrayr % 72-92 arasinda degisen oranlarda tolere ettiklerini
saptamiglardir. Jin ve ark. (1998) tavuk bagirsagindan elde ettikleri 12 Lactobacillus
susunun % 0,3’lik tavuk safrasina toleransimi belirlemek icin yaptiklar1 ¢alismada,
tolerans oranini belirtmeden suslardan bazilarinin safradan hafif etkilendigini, biiyiik bir
kisminin ise etkilenmedigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar ¢alismada inceledikleri
tim suslarin tavuk bagirsak ortamini tolere edebilecegini bildirmislerdir. Shin ve ark.
(2008) tavuk intestinal kanalindan izole ettikleri E. faecium’un % 5’lik safra
konsantrasyonuna toleransli oldugunu rapor etmislerdir. Bu g¢alismada izolatlarin safra
toleranslari, %0,5 ve %1,0’lik safra konsantrasyonlarinda canliliklarint muhafaza
etmelerinin tespiti ile belirlenmistir. Bu amagcla; her bir Lactobacillus spp. ve E.
faecium izolat1 ayr1 ayr1 olmak {izere test edilmis ve tiim izolatlarin %0,5 ve %1,0’lik
safra  konsantrasyonlarinda canliliklarint  koruduklart ve test edilen safra
konsantrasyonlarina direngli olduklar1 belirlenmistir.

Probiyotik olarak kullanimlar1 diisliniilen bakterilerin diisiik pH degerlerine
toleransli olmalari, mideden gegisleri esnasinda hayatta kalmalarini saglamaktadir. Jin
ve ark. (1998) tavuk bagirsagindan elde ettikleri 12 Lactobacillus susu i¢in yaptiklart
pH tolerans testinde ¢ogu susun asit pH’ya toleransl oldugunu bulmuglar fakat oran
bildirmemislerdir. Arastirmacilar inceledikleri suslarin pH 0,5-1,2°de distiik, pH 3°te
orta ve pH 4-5‘te yliksek oranda canliliklarini siirdiirdiiklerini bildirmislerdir. Shin ve
ark. (2008) tavuk intestinal kanalindan izole ettikleri E. faecium ile diger aday
probiyotik bakterilerin pH 3’te canliliklarini siirdiirme oranlarini incelemisler ve E.
faecium‘un pH 3‘e diger bakterilere gore daha dayanikli oldugunu rapor etmislerdir.
Sabir ve ark. (2010) pH 3,5 gibi asidik bir ortamda laktik asit bakterilerinin
canliliklarmi  %85-96’lik bir oranda koruduklarini bildirmislerdir. Bu calismada
izolatlarin pH toleransinin belirlenmesi pH 3 ve pH 5°te test edilmistir. Test sonucunda

canli bakteri sayimi yapilarak, izolatlarin pH toleranslar1 belirlenmistir. Tiim izolatlarin
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pH 3 ve pH 5’te canliliklarin1 koruduklar1 ve test edilen pH kosullarina direngli
olduklar1 belirlenmistir.

Bakterilerin bagirsaktaki epitel ylizeylere adezyonu ve kolonizasyonu, immiin
sistem aktivasyon ve patojenlere karsi antagonistik aktivitenin ©On sart1 olarak
gosterilmektedir. Bu nedenle adezyon, probiyotik se¢iminin asil kriteri olarak kabul
edilmektedir. Probiyotik bakterilerin bagirsaga ulagmasi sonrasinda, bagirsaktaki
peristaltik hareketler ile bagirsaktan atilmamasi igin bagirsak epitel hiicrelerine
tutunmas:  gerckmektedir.  Probiyotik  bakterilerin  adezyonu ayni zamanda
gastrointestinal sistemi etkileyen enfeksiyonlarin Onlenmesi igin de Onemlidir.
Probiyotiklerin patojen mikroorganizmalara karsi intestinal sistemde bir bariyer
olusturarak, epitel hiicrelerin bu mikroorganizmalarla baglanma derecesini azalttigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle de bagirsak epitelyum hiicrelerine adezyon yetenegi,
potansiyel probiyotik suslar i¢in Oonemli bir 6zelliktir. Laktik asit bakterileri sahip
olduklart ¢esitli yiizey determinantlari sayesinde intestinal epitel hiicrelere adeze
olabilmektedir. Laktik asit bakterilerinin adezyonunun pasif kuvvetler, elektrostatik
iligkiler, hidrofobisite, sterik kuvvetler, lipoteikoik asit ve lektinlerle kapli 6zgiin
yapilarla iligkili oldugu bildirilmektedir (Servin ve Coconnier, 2003). L. acidophilus
suslarinin adezyonunda proteaza direngli ve bakteri yiizeyi ile baglantili bakteriyel
bilesik gérev almaktadir (Grene ve Klaenhammer, 1994). Hidrofobisitenin bakterilere
kazandirdigi en Onemli Ozellik mikroorganizmalarin epitel yiizeylere tutunmasini
saglamasidir. Bakterilerin hidrofobik oOzellikte olmalari, bagirsak epitel hiicrelerine
tutunma kabiliyetlerinin oldugunu gostermektedir (An ve Friedman, 2000; Rinkinen ve
ark., 2004). Pan ve ark. (2006) inceledikleri laktik asit bakterilerinin bagirsak epitel
hiicrelerine tutunma yeteneklerinin oldugunu ve hidrofobik suslarin gii¢lii bir tutunma
kabiliyeti gosterdigini bildirmislerdir. Pérez-Sanchez ve ark. (2011a), inceledikleri balik
izolat1 laktobasil suslarinin tamaminin hidrofobik 6zelikte olduklarini tespit etmislerdir.
Bu c¢alismada bakterilerin intestinal mukozaya tutunma yetenekleri, hidrofobisite
ozelliklerinin incelenmesi ile belirlenmistir. izolatlarin hidrofobisitelerinin belirlenmesi
icin % 0,03 Kongo Kirmizis1 karistirilmis besi yerlerine inokule edilen Lactobacillus
spp. ve E. faecium izolatlarmin timiiniin inkiibasyon siiresi sonunda pembe-kirmizi
koloniler olusturdugu goriilmiistiir. Degerlendirme sonucunda tiim izolatlar pozitif

olarak degerlendirilmis ve hidrofobik olduklari belirlenmistir. Bu sonu¢ da
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inceledigimiz izolatlarin tamaminin intestinal mukozaya tutunma 6zelliginde oldugunu
gostermistir.

Probiyotik olarak kullanilacak bakterilerde aranan oOzelliklerden birisi de
antibiyotiklere direncli olmalaridir. Diyare gibi antibiyotik kullanimina bagli olarak
ortaya c¢ikabilen hastaliklarda bagirsak florasini diizenlemek amaci ile probiyotikler
kullanilmaktadir. Dolayis1 ile uygulanacak probiyotik bakterilerinin bagirsaktaki
antibiyotiklerden etkilenmemeleri gerekmektedir. Ayni sekilde hasta hayvanlarin
bagirsaklarinda antibiyotik metabolitleri de bulunabilmektedir. Bu nedenle sadece
antibiyotige direncli olan probiyotik bakteri suslari bagirsaklarda kolonize
olabilmektedir. Yapilan calismalarda laktik asit bakterilerinin bagirsak sisteminde
antibiyotige direngli patojenlerin plazmidlerini parcaladiklari belirlenmistir (Tannock,
1997). Laktik asit bakterileri antimikrobiyel direnclilikler sayesinde bagirsaklarda
istenmeyen bakterilerin ¢gogalma hizini kontrol ederek mikrofloranin dengede olmasini
saglarlar. Bu calismada izole edilen bakterilerin amoksisilin, amoksisilin/klavulanik
asit, ampisilin, enrofloksasin, eritromisin, linkomisin, neomisin, oksitetrasiklin ve
trimetoprim/sulfametaksazol antibiyotiklerine kars1 diren¢ durumlar1 incelenmistir. E.
faecium izolatlarimin  %95’i ampisilin  ve neomisine, %90’1  eritromisin,
amoksisilin/klavulanik  asit ve  oksitetrasikline, %801  linkomisine, %55’
enrofloksasine, %45’i de trimetoprim/sulfametaksazola ve %10’u amoksisiline kars1
direngli bulundu. Aarestrup ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢aligmada broyler
tavuklarindan izole edilen E.faecium izolatlarinda avilamisin (%35), glikopeptit (%10),
vankomisin (%17), eritromisin (%74), tetrasiklin (%32), kanamisin (%1) ve
streptomisin (%3)’e diren¢ saptanmustir. Dilik ve Istanbulluoglu (2010) tarafindan
gerceklestirilen calismada entansif broyler isletmeleri ile kirsal tavukguluk
isletmelerinde 400 oOrnek incelenmis ve izole edilen suslarin penisiline % 5,6,
tetrasikline % 72, eritromisine % 59,3, enrofloksasine ,% 8,7, rifampine % 10,9,
vankomisine % 0,4, yiiksek diizey streptomisin ve gentamisine % 6,5 ve % 23,1
oraninda direncli olduklar1 saptanmistir. Suslarin % 100’{niin ise linezolid ve
teikoplanin antibiyotiklerine karst duyarli oldugu bildirilmistir. Bu arastirmada izolatlar
coklu antibiyotik direncliliklerine gére de degerlendirilmislerdir. Buna gore 20 adet E.
faecium izolatinin 2 tanesi 4 antibiyotige, 2 tanesi 5 antibiyotige, 4 tanesi 6 antibiyotige,

4 tanesi 7 antibiyotige ve 8 tanesi 8 antibiyotige karsi direngli olarak bulundu. Bu
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sonuglar ¢aligmada izole edilen E. faecium izolatlarindan ¢oklu antibiyotik direnci
gosterenlerin probiyotik olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu gosterdi.

Bu calismada izole edilen Lactobacillus spp. izolatlarinin %83,3’i linkomisin
ve neomisine, %58,3’ti de trimetoprim/sulfametaksazola, %25’i oksitetrasikline ve
%8,3’tt ampisilin, enrofloksasin ve eritromisine karst direngli bulunmuslardir.
Izolatlarin tamamimin amoksisilin ve amoksisilin/klavulanik asite duyarli oldugu
belirlendi. L. acidophilus izolatlarmin ise %44,4’i ampisiline, %44,4 i enrofloksasin,
oksitetrasiklin ve eritromisine, %77,8’i linkomisine, %100’4 neomisine ve %77,8’i de
trimetoprim/sulfametaksazola kars: direngli bulundu. izolatlarin tiimiiniin amoksisilin
ve amoksisilin/klavulanik asite karsit ise duyarli oldugu tespit edildi. Turhan ve
Erginkaya (2016) tarafindan ticari probiyotik 6rneklerinden Lactobacillus spp. ve L.
acidophilus suglarinin antibiyotik direng durumlarimi belirlemek i¢in yaptiklar
arastirmada Lactobacillus spp. izolatlarinda vankomisin (%20), tetrasiklin (%20),
ampisilin = (%20), gentamisin (%20) ve siprofloksasine (%80) kars1 direng
saptamuglardir. Suslarin eritromisin, kloramfenikol ve nitrofurantoine ise %100 oraninda
duyarli olduklar1 belirlenmistir. L. acidophilus izolatlarinda ise gentamisin (%25) ve
siprofloksasine (%75) karst direngli saptanirken, tim L. acidophilus izolatlarinin
vankomisin, eritromisin, tetrasiklin, ampisilin, kloramfenikol, ripamfisin ve
nitrofurantoin’e duyarli olduklar1 bildirilmistir. Lonkar ve ark. (2005) tavuklardan izole
ettikleri Lactobacillus suslarinda yaptiklari antibiyogram sonucunda ampisiline %96,49,
amoksisiline % 98,24, kloramfenikole %94,74, siprofloksasine %3,5, seftriaksona
%45,61, sefaleksine %75,44, kloksasilin’e %63,16, furazolidona %10,53, gentamisine
% 38,59, metronidazola % 38,59, neomisine % 3,5, norfloksasine % 3,5, penisilin-G’ye
% 98,24, pefloksasine % 3,5, streptomisine %17,54, sulphamethaksazola %1,
tetrasikline %8,77, trimethoprime %14,04 oraninda duyarlilik saptamislardir. izolatlarin
tiimiliniin nalidiksik asite diren¢li oldugunu bildirmislerdir. Karahan ve Cakmakgi
(1995), civciv kor bagirsaklarindan izole edilen 40 actobacillus spp.’nin 20 farkli
antibiyotige karst duyarliliklarii incelemigler ve suslarmm tamaminin amoksisilin,
ampisilin ve karbenisiline, biiyiikk bir kismi1 ise penisilin, kloramfenikol, eritromisin,
novobiyosin, rifampisin ve tetrasikline duyarli bulmuslardir. Buna karsilik suslarin
tamaminda polimiksin B’ye direng saptamiglardir. Basitrasin, gentamisin, kanamisin,

nistatin, spektinomisin’e karsi ise %75-92,5 arasinda direng bildirilmistir. Bu ¢alismada

36



izolatlar ¢oklu antibiyotik direngliliklerine gore de degerlendirildi. Lactobacillus spp.
izolatlarinin (n=12) 1 tanesinde incelenen antibiyotiklerden higbirisine direng
saptanmamisken, 2 tanesi 2 antibiyotige, 6 tanesi 3 antibiyotige, 2 tanesi 4 antibiyotige
ve 1 tanesi 5 antibiyotige direngli olarak degerlendirildi. L.acidophilus izolatlarinin
(n=9) 2 tanesi 2 antibiyotige, 1 tanesi 3 antibiyotige, 1 tanesi 4 antibiyotige, 3 tanesi 5
antibiyotige, 1 tanesi 6 antibiyotie ve 1 tanesi 7 antibiyotige kars1 direncli
bulunmuslardir. Probiyotik olarak kullanim potansiyeli agisindan degerlendirildigi
zaman bu sonuglar ¢alismamizda izole edilen Lactobacillus spp. izolatlarindan goklu
antibiyotik direnci belirlenmistir. Coklu antibiyotik direnci gosteren izolatlarin
probiyotik olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu kanisina varilmaistir.

Potansiyel probiyotiklerin belirlenmesi i¢in gerceklestirilen ¢alismalarin ¢cogu
laboratuvar ortaminda inhibitér aktivitenin test edilmesini kapsamaktadir. Bu amagla
gerceklestirilen tiim metotlar, bir bakterinin iirettigi hiicre dis1 maddenin kendisine ve
diger Dbakterilere karst olusturdugu inhibitoér etkinin arastirilmasit prensibine
dayanmaktadir. Inhibitdr aktivitenin in vitro kosullarda test edilmesi kat: besi yerinde
indikator bakterilerin gelisiminin engellenme durumunun belirlenmesi esasina dayanan
in vitro antagonizm testidir (Kesarcodi ve ark., 2008). Bu testte patojenler, aday
probiyotiklere ya da onlarin sivi ya da kati ortamdaki hiicre dig1 {iriinlerine maruz
birakilmaktadir. Bu metot ile bir ¢cok probiyotik bakteri belirlenmis olmasina ragmen,
bu metodun ticari amag i¢in kullanimini sinirlayan iki faktor bulunmaktadir. Bunlardan
ilki, probiyotiklerin etki mekanizmalarimin diger sekillerinin laboratuvarda agar
kullanimi1 ile incelenememesidir. Diger dezavantaj ise, laboratuvarda pozitif olarak
alman sonuglarin canli {izerinde etkilerinin belirlenmesi konusunda yasanan
basarisizliklardir. Probiyotik bakteriler in vitro kosullarda antagonistik etkiye sahip
olarak bulunmasma ragmen, in vivo kosullarda koruyucu bir etki gdstermeyebilir.
Bunun tam tersi de s6z konusudur. Bazi bakteriler in vitro olarak etkili bulunmamasina
ragmen, in vivo kosullarda koruyucu bir etki gosterdigi bildirilmistir (Kesarcodi ve ark.,
2008).

Gegmiste probiyotik organizmalarin patojen organizmalari inhibe etmesi i¢in
tek yolun baglanma alanlar1 i¢in yaris (kompetatif ekskliizyon) oldugu
diisiiniilmekteydi. Baslangicta arastirmacilar laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen

laktik asitten dolayr bagirsak igerigindeki diisiik pH’in inhibisyona neden oldugunu
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diisiinmekteydiler fakat daha sonra laktik asit pH’Sinin tek basina benzer inhibitor
etkiye sahip olmadigi ortaya ¢ikmis ve diger inhibitor metabolitlerin de etkili oldugu
bildirilmistir (Garriga ve ark., 1998). Probiyotik mikroorganizmalar, irettikleri
bakterisidal ya da bakteriostatik etki gosteren kimyasal maddelerle patojenik bakterilere
kars1 etki gosterirler. Laktik asit bakterileri organik asitler, hidrojen peroksit,
karbondioksit, asetaldehit, bakteriyosin gibi bir ¢ok antimikrobiyal bilesen iiretmektedir.
Bu bilesenler de bagirsaklarda istenmeyen bakterilerin ¢ogalma hizini kontrol ederler ve
mikrofloranin dengede kalmasina olanak saglarlar (Kuleasan ve Cakmakgi, 2002). Bazi
laktobasillerin hidrojen peroksit iireterek, E. coli O157:H7’nin iiremesini engelledigi
bildirilmigtir (Ogawa ve ark.,, 2001). Laktobasillerin oksidasyon rediiksiyon
potansiyelini diistirmek sureti ile patojenlere karst inhibisyon etkisi gosterdigi
belirtilmektedir (Montes ve Pugh, 1983; Sogaard ve Jessen, 1990; Mulder, 1991). Son
yillarda arastirmacilar L. acidophilus tarafindan firetilen ve E. coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens gibi patojenlere ve
fungal etkenlere karsi antibakteriyel etki gosteren bilesiklerin var oldugunu rapor
etmislerdir (Shahani ve Ayebo, 1980; Fox, 1988; Kim ve ark., 1988). Ayrica
aragtirmacilar tarafindan asidofilin, laktolin, asidolin gibi bilesiklerin Shigella, Proteus,
Klebsiella, Pseudomonos, Bacillus, Vibrio tiirlerine karsit in vitro inhibitor etkileri
oldugu saptanmistir (Montes ve Pugh, 1983; Dicks, 1993). Enterokoklar tarafindan da
nisin ve diplokokkin adli antimikrobiyel maddelerin iiretildigi bildirilmistir (Owings ve
ark., 1960; Mulder, 1991). Laktobasillerin E.coli’ye kars1 anti-enterotoksin
salgiladiklar1 ve E.coli’nin {iremesini Onledikleri belirlenmistir (Sandine, 1979).
Tavuklarda yapilan bir ¢alismada intestinal kanaldan izole edilen 296 farkli laktik asit
bakterisinin E.coli ve S. enteriditis’e kars1 inhibisyonu in vitro kosullarda test edilmistir.
Bu laktik asit bakterilerinin 77 tanesinin en az birisine karsi inhibitér metabolit
salgiladig1 ve 35°inin de her iki patojene karsi da giliclii inhibitér etki gosterdigi
bildirilmistir (Garriga ve ark., 1998). Bu c¢alismada ishalli tavuklardan izole edilmis
olan ve kiiltiir koleksiyonumuzda bulunan patojen E.coli izolatina karsi, tavuklarin
barsak mikroflorasindan izole edilen bakterilerin antagonistik etkileri Radyal Difiizyon
yontemi ile arastirildi. izolatlardan higbirisinin E.coli’ye kars1 in vitro antagonistik etki
gostermedigi belirlendi. Literatiir bilgilerinde bildirildigi tizere probiyotik bakteriler in

vitro olarak etkili bulunmamasina ragmen, in vivo kosullarda koruyucu bir etki
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gosterebilmektedirler. Dolayist ile her ne kadar izolatlar E.coli’ye in vitro antagonistik
etki gostermese de, in vivo olarak ta etkisinin arastirilmasi gerekliligi kanisina

varilmstir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanathi hayvan yetistiriciliginde antibiyotik kullaniminin olusturdugu, basta
antibiyotik direngli bakteri popiilasyonlarmin artmasi gibi, énemli sorunlar nedeniyle
son yillarda biyogiivenlik uygulamalar1 kapsaminda giivenle uygulanan yontemlerin
basinda probiyotik uygulamalari yer almaktadir. Probiyotiklerin akut bir hastaligin
tedavisinde antibiyotiklerin yerini almasi disliniilmese de koruyucu tedavide ve
hayvanlarda biiyiimenin tesvik edilmesinde antibiyotiklere alternatif olarak kullanimi
mimkiin goriilmektedir. Bu ¢alismada potansiyel probiyotik bakterilerden olan
Lactobacillus spp. ve E. faecium’un saglikli tavuklardan izolasyonu ve izole edilen
bakterilerin probiyotik olarak kullanilma potansiyelleri aragtirildi. Calisma sonucunda
tiim izolatlarin hidrofobik 6zellikte oldugu, safra (%0,5-1) ve diisik pH (3 ve 5)’ya
direngli oldugu fakat higbirisinin E.coli’ye kars: test edilen kosullarda etkili olmadigi
belirlendi. E.faecium izolatlarindan 8 tanesi 8 antibiyotige, L.acidophilus izolatlarindan
1 tanesi 7 antibiyotige ve L.acidophilus haricindeki Lactobacillus spp. izolatlarindan da
1 tanesinin 5 antibiyotige direngli oldugu saptandi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
8 E.faecium, 1 L.acidophilus ve 1 L.acidophilus haricindeki Lactobacillus spp.
izolatinin probiyotik olarak kullanilabilir 6zellikte oldugu diistiniildii.

Probiyotiklerin kanatli hayvan yetistiriciliginde koruyucu, tedavi edici, gelisimi
arttirici olarak etkin bir sekilde kullanilabilmesi icin, probiyotiklerin tiretiminden karma
yemde kullanimma kadar olan her asamada pek cok unsura dikkat edilmelidir.
Probiyotiklerin yeme katilmasi1 ve depolanmasi esnasinda uzun siire canliliklarini
koruyabilmelerinin saglanmasi ve diger yem katki maddeleri ile birlikte kullanilma
olanaklarmin arastirilmasi ve bu arastirma sonucglarinin da pratige aktarilmasi
gerekmektedir.

Kanatli hayvan yetistiriciliginde kullanilmakta olan karma yemlerde probiyotik
kullaninmiyla cesitli calismalar bulunmaktadir fakat yapilan g¢alismalarda kullanilan
bakteriler standart bakterilerdir. Tiim diinyada kullanilmakta olan bu bakteriler yerine,
yerel ya da ulusal suslarla calismalar yapilmasi ile etkinligin artacag diistiniilmektedir.
Bu ¢aligmada elde edilen ulusal diizeydeki bakteriler ile etkinligin in vivo ortamda da
arastirilmas1 gerekmektedir. Hedef hayvan {lizerinde bu bakterilerin bagirsaktaki

mukozal yiizeylere kolonizasyonu, gesitli patojenlere karsi antogonistik aktivitenin ve
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immiin sistemin aktivasyonundaki rolliniin belirlenmesi iizerine yapilacak daha ileri

calismalar, izolatlarin probiyotik olarak kullanim potansiyelini ortaya ¢ikaracaktir.
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