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ÖZET 

TAVUK KÖKENLİ ENTEROCOCCUS FAECIUM VE LACTOBACILLUS 

TÜRLERİNİN PROBİYOTİK ÖZELLİKLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

Amaç: Bu çalışmada potansiyel probiyotik bakterilerden olan Lactobacillus spp. ve 

Enterococcus faecium’un sağlıklı tavuklardan izolasyonu ve izole edilen bakterilerin 

probiyotik olarak kullanılma potansiyellerinin araştırılması amaçlandı. 

Materyal ve metot: Çalışmada Samsun’da bulunan ticari bir kanatlı hayvan mezbahasında 

kesim aşamasında olan 50 adet tavuğa ait bağırsak incelendi. Bağırsak mukozalarından alınan 

örneklerden Lactobacillus spp. ve E. faecium bakterilerinin izolasyonu amacıyla selektif besi 

yerlerine ekim yapıldı. Şüpheli kolonilerin identifikasyonu PCR ile yapıldı. İzole edilen 

bakterilerin % 0,5-1,0 safra konsantrasyonlarına direnci için Safra Tolerans Testi 

gerçekleştirildi. İzolatların pH 3 ve pH 5’e direnç durumları pH Tolerans Testi ile belirlendi. 

İzolatların hidrofobisiteleri %0,03 Kongo Kırmızılı agar kullanılarak incelendi. İzolatların 

antibiyotik dirençlilikleri dokuz farklı antibiyotik diski kullanılarak Kirby Bauer Disk 

Difüzyon Testi ile belirlendi. İzolatların patojen Escherichia coli izolatına karşı antagonistik 

etkilerinin araştırılmasında Radyal Difüzyon yöntemi kullanıldı. 

Bulgular: Örneklerden 20 adet E. faecium ve 9’u L. acidophilus olmak üzere 21 adet 

Lactobacillus spp. izole edildi. İzolatların tümünün % 0,5-1,0 safra konsantrasyonlarına,  pH 

3-5’e dirençli oldukları saptandı. İzolatların tümünün hidrofobik karakterde olduğu, ancak 

hiçbirisinin E.coli’ye karşı antagonistik etki göstermediği belirlendi. E.faecium izolatlarının 8 

tanesi 8 antibiyotiğe karşı dirençli olarak değerlendirildi. Lactobacillus spp. izolatlarının 1 

tanesinin 5 antibiyotiğe ve L. acidophilus izolatlarından da 1 tanesinin 7 antibiyotiğe dirençli 

olduğu belirlendi ve çoklu dirence sahip suşlar olarak değerlendirildi. 

Sonuç: Çalışma sonucunda tüm izolatların hidrofobik özellikte olduğu, safra ve düşük pH’ya 

dirençli olduğu fakat hiçbirisinin E.coli’ye karşı test edilen koşullarda etkili olmadığı 

belirlendi. Elde edilen sonuçlar, E. faecium, L. acidophilus ve Lactobacillus spp. 

izolatlarından çoklu antibiyotik direnci gösterenlerin probiyotik olarak kullanılabilir özellikte 

olduğunu ve in vivo koşullarda etkinlik denemeleri yapılması gerekliliğini göstermektedir.  

Anahtar Kelimeler: tavuk; Enterococcus faecium; Lactobacillus; probiyotik 

                                       

 

Yağmur KOÇAK, Yüksek Lisans Tezi 

                                Ondokuz Mayıs Üniversitesi - Samsun, Ocak - 2017  
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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 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

l  : Mikrolitre 

M  : Mikromol 

AMC  : Amoksisilin/klavulanik asit 

AMP  : Ampisilin 

AX  : Amoksisilin 

BEA  : Bile Esculin Agar 

BHI  : Brain Heart Infüzyon 

bp  : Baz çifti 

dk  : Dakika 

E  : Eritromisin 

E. faecium : Enterococcus faecium 

E.coli  : Escherichia coli 

EX  : Enrofloksasin 

FTS  : Fizyolojik tuzlu su 

HCl  : Hidroklorik asit 

I  : Orta derecede duyarlı 

L  : Linkomisin 

L. acidophilus : Lactobacillus acidophilus: 

mM  : Milimol 

MRS  : De Man, Rogosa ve Sharpemrs 

N  : Neomisin 

OT  : Oksitetrasiklin 

PBS  : Fosfat tampon çözeltisi 

PCR  : Polimeraz zincir reaksiyonu 

R  : Dirençli 

S  : Duyarlı 

sn  : Saniye 

spp  : Türleri 

SXT  : Trimetoprim/sulfametaksazol 

TSA  : Triptik soy agar 

TSB  : Triptik soy broth 
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1. GİRİŞ 

Probiyotik terimi “canlı için” (Latince “pro” ve “bios”) anlamına gelmektedir. 

Güncel araştırmalar ve kullanım alanlarına bağlı olarak probiyotikler, “kalitatif ya da 

kantitatif olarak bağırsak mikroflorasını etkileyen veya immun sistemin durumunu 

değiştirerek yararlı etkilerini tetikleyen, insan ve hayvanlar tarafından tüketilen canlı 

mikroorganizmalar” olarak tanımlanmaktadır (Fuller, 2004). Probiyotikler hakkındaki 

ilk çalışma 19. yüzyılın sonlarında Rus bilim adamı Elie Metchnikoff tarafından 

yapılmıştır. Metchnikoff fermente süt tüketimi ile uzun ömür arasında ilişki kurmuş, 

sütte laktik asit bakterilerinin varlığını tespit etmiş ve bu bakterilerin probiyotik 

özellikte olduğunu bildirmiştir. 

Prebiyotik terimi “kolon bakterilerinden birinin veya az bir kısmının çoğalması 

ve/veya aktivitesini etkileyerek yararlı bir etki oluşturan sindirilmeyen gıda maddesi” 

olarak tanımlanmıştır (Gibson ve Roberfroid, 1995).  Prebiyotikler, sindirilmeyen gıda 

içerikleri olup, insan ve hayvan sağlığını olumlu yönde etkileyen kolon bakterilerinin 

gelişmesini teşvik eden karbonhidratlardır. 

Sinbiyotik tanımı ise prebiyotik ve prebiyotiklerin sinerjik etkisinden yola 

çıkarak yapılmış olup, probiyotik ve prebiyotikleri içeren katkı maddeleri olarak 

tanımlanmıştır (Gibson ve Roberfroid, 1995; Douglas ve Sanders, 2008). 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Tarihçe 

Kanatlı probiyotiklerin tarihçesi incelendiği zaman probiyotik çalışmalarının 

yapılmaya başlaması ile öncelikle kümes hayvanlarına odaklanılmıştır. Kanatlı 

endüstrisi daima gastrointestinal sistemde meydana gelen patolojiler ve maksimum 

performans/gelişme oranı elde etmek ve antimikrobiyal tedaviye alternatif yöntemler 

geliştirilmesi üzerine yoğunlaşmıştır. 1920’li yıllarda yararlı bakterilerin kullanımı ile 

ilgili çalışmalar başlamıştır (Beach ve Davis, 1925). Bu çalışmalar doğrultusunda 

1950’lerde tavuk ve hindilerin normal florası hakkındaki bilgiler geçersiz hale gelmiş ve 

florada laktobasil türleri ve anaerobik kokoid bakterilerin varlığı bildirilmiştir (Harrison 

ve Hansen, 1950; Smith, 1965).  1960‘lı yıllarda germ-free ve gnobiyotik civciv ve 

tavuk kullanımının yaygınlaşması ile beraber araştırmalar saf bakteri kültürleri ve 

patojenik bakterilerin etkilerinin araştırılmasına yönelmiştir. Bu çalışmalar sonucunda 
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bazı bakterilerin gnobiyotik kuşlardaki normal bakteriler ile birlikle patojenlere karşı 

mücadeledeki etkileri ortaya konmuştur (Morishita ve ark., 1971). Nurmi ve Rantala 

(1973) yetişkin tavuklardan alınan bağırsak içeriği süspansiyonunun dozlanarak 

civcivlere verilmesiyle Salmonella türlerinin neden olduğu enfeksiyonlardan 

korunulabildiğini bildirmiştir. Bu bildirim sonrasında araştırmacılar saf kültür olarak 

uygulanabilen ve kolonize olabilen probiyotiklerin geliştirilmesi üzerine çalışmalar 

yapmıştır. 1970 yılında Fuller, kanatlı hayvanların kursak epiteline yapışık bulunan 

laktobasilluslar üzerine araştırmalar yapmış ve laktobasillus ile diğer yararlı bakterilerin 

kanatlılara verilmesi sonrasında değişken sonuçlar elde etmiştir (Fuller, 1973; Fuller ve 

Brooker, 1974). 1970’lerin sonlarına kadar pet kuşlarının normal florası incelenmeye 

devam edilmiş ve çeşitli Gram pozitif koklar ile lactobacillus türlerinin varlığı ortaya 

konulmuştur (Dorrestein ve ark., 1985; Bangert ve ark., 1988). Bu tarihten günümüze 

kadar probiyotikler ve kombinasyonları üzerine bir çok çalışma yapılmış ve başta 

kanatlı hayvanlar için olmak üzere ticari probiyotik preparatları geliştirilmiştir. 

2.2. Probiyotik Olarak Kullanılan Mikroorganizmalar 

Laktik asit bakterileri probiyotik olarak en çok kullanılan mikroorganizmalar 

olup 6 gruba ayrılırlar (Tannock, 1997). Bunlar; Lactobacillus, Streptococus, 

Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Bifidobacterium’dur. Bacillus, 

Saccharomyces ve Aspergillus türleri de laktik asit bakterileri dışında probiyotik olarak 

kullanılan diğer mikroorganizmalar arasında sayılabilir (Tablo 1).  
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Tablo 1. İnsan beslenmesinde ve hayvan yemi üretiminde kullanılan probiyotik mikroorganizmalar 

(Yalçın ve ark., 1996). 

Bakteriler 

Bacillus coagulans Lactobacillus cellebinous 

Bacillus lentus Lactobacillus curvatus 

Bacillus lincheniformis Lactobacilus delbruekii 

Bacillus pumilus Lactobacillus fermentum 

Bacillus subtilis Lactobacillus lactis 

Bacteroides amylophilus Lactobacillus plantarum 

Bacteroides capillous Lactobacillus reuterii 

Bacteroidesruminocola Leucanostoc mesenterodies 

Bacteroides suis Pediococcus acidilacticii 

Bifidobacterium adolescentis Pediococcus cerevisiae 

Bifidobacterium animalis Pediococcus pentosaceus 

Bifidobacterium bitidum Probionibacterium freudenreichii 

Bifidobacterium infantis Probionibacterium shermannii 

Bifidobacterium longum Streptococcus cremoris 

Bifidobacterium thermophilum Streptococcus diacetylactis 

Colostridium butyricum Enterococcus faecium 

Lactobacillusa cidophilus Streptococcus intermedius 

Lactobacillus brevis Streptococcus lactis 

Lactobacillus bulgaricus Streptococcus thermophilus 

Lactobacillus casei  

Mantarlar 

Aspergillus niger 

Aspergillus oryaze 

Mayalar 

Saccharomyces cerevisiae 

Candida torulopsis  

 

Laktobasiller fakültatif anaerobik bakteriler olup, pH 3.0’e kadar tolerans 

göstermektedir. Böylece bu bakteriler düşük mide pH’sında canlılıklarını koruyarak, 

bağırsak kanalına geçip etkilerini burada gerçekleştirirler. Duodenumda safra 

tuzlarından etkilenmezler. Ayrıca, pek çok Lactobacillus suşu 45-48
°
C gibi yüksek ısı 

ve basınca nispeten dayanıklı olduğundan yem yapım işlemleri sırasında ısı ve basınçtan 
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etkilenmeyerek canlılıklarını koruyabilir (Shanani ve Ayebo, 1980; Gilliand, 1984). 

Laktobasillerin klasik sınıflandırmaları fermentatif özelliklerine göre yapılmaktadır.  

Bunlar; 

1. Obligat homofermentatif laktobasiller: Embden-Meyerhof Parnas metabolik 

yolunu kullanarak heksozları sadece laktik asite fermente ederler. Örneğin; L. 

acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus. 

2. Fakültatif heterofermentatif laktobasiller: Embden-Meyerhof Parnas 

metabolik yolunu kullanarak heksozları sadece laktik asite fermente ederken, bazı türler 

ise glikoz sınırlamasında laktik, asetik, formik asit ve CO2 üretmektedir. Pentozları da 

fosfoketolaz yolunu kullanarak laktik ve asetik asite fermente ederler. Örneğin; L. casei, 

L. plantarum, L. sake.  

3. Obligat heterofermentatif laktobasiller: Heksozları laktik, asetik asit, etanol 

ve CO2’e, pentozları ise laktik ve asetik asite fermente ederler. Örneğin; L. bifermentas, 

L. brevis ve L. fermentum (Kandler ve Weiss, 1986; Schleifer, 1987). 

 Enterokoklar, fakültatif anaerobik, 10
o
C ve 45

o
C’de, pH 9,6’da, % 6,5 NaCl’ 

de % 40 safra tuzunda gelişebilen bakterilerdir. E. faecium ve E. faecalis, bağırsak 

hastalıklarındaki etkileri nedeniyle geçmişte probiyotik olarak kullanılmıştır. 

Bakteriyosin üretimi gibi özelliklere sahip olsalar da, patojenlere antimikrobiyel direnç 

aktarımına neden olabileceklerinden endişe duyulmaktadır. Bu bakterilerin ticari 

formları ilaç preparasyonları haline getirilmiştir (Mombelli ve Gismondo, 2000). 

2.3. Probiyotik Mikroorganizmalarda Aranan Özellikler 

Probiyotiklerin bulunduğu konaktaki diğer mikroorganizmalara karşı güçlü 

etkileri olduğu ve konağa yararları olduğu kesin olarak kabul edilmiştir. Ancak 

probiyotik olarak kullanılacak mikroorganizmalarda bazı özelliklerin bulunması 

istenmektedir (Yıldırım ve Yıldırım, 2000; Yılsay ve Kurdal, 2000; Simmering ve 

Blaut, 2001; Ezema, 2013). Probiyotiklerde aranan özelliklerden en önemlileri patojenik 

olmamaları, toksin üretmemeleri, güvenilir olmaları ve yan etki oluşturmamalarıdır. 

Ayrıca, stabil olmalıdırlar ve düşük pH ve safra tuzları gibi olumsuz çevre koşullarından 

etkilenmeden bağırsakta metabolize olmalıdırlar. Bağırsak hücrelerine tutunabilmeli ve 

kolonize olabilmelidirler. Karsinojenik olmamalılar ve patojenik bakterilere 

antagonistik etki yapmalıdırlar. Konak spesifik olmalılar ve konakta yararlı etkiler 

oluşturabilmelidirler.  Antibiyotik kullanımına bağlı ortaya çıkabilen hastalıklarda 
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bağırsak florasını düzenlemek amacı ile antibiyotik kullanılabileceğinden 

antibiyotiklere dirençli olmaları tercih edilmektedir. Probiyotik üretiminde kullanılan 

suşlar aktarılabilir antibiyotik direnç genleri içermemelidirler. Canlı hücreler halinde ve 

tercihen fazla sayıda bulunmalı ve bağırsak ortamında canlı kalarak metabolize 

edilebilmelidirler. Ayrıca, üretim ve depolama şartlarına dirençli olmalı ve bu işlemler 

sırasında canlılığını ve aktivitesini koruyabilmelidir. 

2.4. Probiyotiklerin Etki Mekanizmaları  

Probiyotiklerin rasyona katılmaları sonucunda hayvanlarda canlı ağırlık 

kazanımlarında artış görüldüğü, yemden yararlanmanın iyileştiği, üretimin yükseldiği 

ve gastrointestinal hastalıkların azaldığı bildirilmiştir. Buna rağmen etki şekilleri 

konusunda halen tam bir fikir birliği sağlanamamıştır. 

Probiyotik mikroorganizmalar Escherichia coli gibi bağırsak patojenleri için 

antagonistik etki oluştururlar. Probiyotik mikroorganizmaların çoğunluğu laktik, asetik 

ve formik asit gibi organik asitler üreterek bağırsak pH’sını düşürürler. Böylece Gram 

negatif patojen bakterilerin üremesini engelleyen bir ortam oluştururlar (Vanbelle ve 

ark., 1990).  Ayrıca bu mikroorganizmalar ürettikleri hidrojen peroksit, organik asit, 

bakteriyosin gibi maddeler sayesinde antibakteriyel özellik gösterirler (Ouwehand ve 

ark., 1999).  

Probiyotikler, patojen bakterilerin çoğalmak için gereksinim duydukları 

besinleri tüketirler ve bu bakterilerin üremelerini inhibe ederler (kompetatif 

eksklüzyon). Probiyotik mikroorganizmalarda intestinal epitel hücrelere adezyonu 

sağlayan çeşitli yüzey determinantları bulunabilmektedir ve özellikle laktik asit 

bakterilerinin mikrobiyel adezyonu, pasif kuvvetler, elektrostatik ilişkiler, hidrofobik, 

sterik kuvvetlerle ve lipoteikoik asit, lektinlerle kaplı özgün yapılarla ilişkilidir (Servin 

ve Coconnier, 2003).  Bu yapılar sayesinde probiyotiklerin patojen mikroorganizmalara 

karşı intestinal sistemde bir bariyer oluşturduğu ve patojenlerin epitel hücrelerine 

bağlanmasını azalttığı da bildirilmiştir (Castagliuolo ve ark., 1999; Rastall ve ark., 

2005).  

Probiyotiklerin son yıllarda bildirilmiş olan önemli etkilerinden birisi de 

immun sistem üzerindeki immunmodülatör ve immunostimulan etkileridir. 

Probiyotikler intestinal epitel hücreleri, lökositler, B- ve T- lenfositleri ile immun 

sistemin diğer yardımcı hücrelerini etkileyebilmektedirler. Probiyotikler bu 
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immunmodülatör özelliklerini endotoksik lipopolisakkaritler, peptidoglikanlar ve 

lipoteikoik asitler sayesinde gerçekleştirmektedir. Lipoteikoik asitler ayrıca diğer 

antijenler için taşıyıcı rol de oynayabilmekte ve bu şekilde immun cevabı uyaracakları 

hedef dokulara bağlayabilmektedir. Probiyotik mikroorganizmalar proinflamatuar 

sitokinlerin ve kemokinlerin gelişiminde anahtar rol oynamaktadır (Saxelin ve ark., 

2005).  

Kanser hastalığı üzerinde yapılan araştırmalarda özellikle beslenme tarzının 

önemli bir etken olduğu bildirilmektedir (Williams ve Wynder, 1996). Probiyotiklerin 

antikarsinojenik etkisinin belirlenmesi için yapılan araştırmalarda probiyotik bakterileri 

içeren diyetlerin kanser riskini azaltabildiği bildirilmiştir (Hirayama ve Rafter, 1999). 

Araştırmalarda ayrıca, probiyotik bakterilerin bağırsak ve diğer organlarda mutajenik ve 

genotoksik etkileri engelleyebildiğini ve böylece antikarsinojenik etkileri olduğu ortaya 

konulmuştur (Sanders, 1999). 

Probiyotik bakterilerin son yıllarda bildirilen etkilerinden birisi de antikolestrol 

etkisidir. Probiyotiklerin bu etkiyi, serum kolesterolünü ve safra tuzlarını serbest asitlere 

parçalamaları ve sonrasında intestinal sistemden hızlı bir şekilde uzaklaştırmak suretiyle 

gerçekleştirdiği düşünülmektedir. Serbest safra tuzlarının vücuttan atılması nedeniyle 

kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezi engellenmekte ve dolayısı ile vücut total 

kolesterol seviyesi düşmektedir. 

Oral yolla alınan antibiyotikler patojen mikroorganizmalar ile beraber bağırsak 

florasında bulunan yararlı bakterilere de etki gösterirler. Bu etkiye bağlı olarak 

antibiyotiğe bağlı diyare oluşabilmektedir (Gönç ve Akalın, 1995). Probiyotik 

bakterileri içeren yemlerin kullanılması, intestinal sistemde antibiyotik kullanımına 

bağlı olarak oluşan diyarenin önlenmesinde ve/veya iyileştirilmesinde yardımcı olarak 

kullanılabilmektedir (Marteu ve ark., 1997).  

Probiyotik mikroorganizmaların besinlerin sindirimine yardımcı ürünler olarak 

ta kullanılabileceği bildirilmektedir (Fuller, 1989; Kung, 1990). Probiyotik 

mikroorganizmalar lipaz, proteaz, amilaz ve betaglukanaz gibi enzimler salgılayarak 

ve/veya B grubu vitaminler sentezleyerek sindirime önemli ölçüde katkıda bulunurlar. 

2.5. Probiyotiklerin Güvenilirlikleri 

Günümüzde ticari olarak satışa bulunan probiyotik ürünler güvenilirlikleri 

kanıtlandıktan sonra piyasaya sunulmaktadır. Probiyotik ürünlerin geliştirilmesinde ve 
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yeni cins ve türlerin probiyotik ürün oluşturmak amacıyla seçiminde Avrupa Birliği 

tarafından önerilen zorunlu güvenlik kriterlerinin sağlanması gerekmektedir. Probiyotik 

ürünlerin güvenilirliğinin belirlenmesinde üretilecek olan besin maddesinin özellikleri 

ile bu mikroorganizmaların besinlerde kullanımının geçmişi konusundaki bilgiler temel 

kriterler olarak değerlendirilmektedir (Zhou ve ark., 2000; Başyiğit, 2004). 

Avrupa Birliği ülkelerinde probiyotiklerin güvenilirliğinin ve özelliklerinin 

belirlenmesini içeren geniş kapsamlı iki proje (Nordic ve Prodemo projesi) 

gerçekleştirilmiştir. (Leroy ve deVuyst, 2004). Bu projelerin sonuçlarına göre güvenilir 

probiyotik kombinasyonlarının oluşturulmasında ve ticari ürün haline getirilmesinde 

bazı kriterler bildirilmiştir. Öncelikle üretici firma, tüketime sunduğu besin 

maddelerinden birinci derecede sorumlu olduğuna dikkat çekilmiş ve probiyotik içeren 

besin maddelerinin en az saf hali kadar güvenilir olması gerektiği vurgulanmıştır. 

Probiyotik mikroorganizmaların yeni bir ticari ürün olarak kullanılacakları zaman yasal 

olarak onaylanmış olmaları gerekmektedir. Uzun zamandır probiyotik olarak güvenilir 

bir şekilde kullanılan ve/veya hiçbir suşu patojen olarak belirlenmemiş bir 

mikroorganizma suşu ilk defa kullanılacak yeni suşlarla aynı işleme tabi tutulmayarak 

probiyotik üretiminde güvenilir kabul edilmekte ve yeni ürün üretiminde kullanımına 

izin verilmektedir. Bununla beraber, hiçbir suşu patojen olarak belirlenmemiş ama 

güvenilir bir kullanım geçmişi olmayan suşlar yeni ürün oluşumunda ilk defa izole 

edilen suşlarla aynı işlemi görmesi gerekmektedir. Benzer şekilde, patojenik suşları da 

olduğu bilinen fakat probiyotik potansiyeli de olan bir mikroorganizma suşu, yeni bir 

ürün geliştirilmesinde ancak çok iyi araştırıldıktan sonra kullanılmalıdır. Kullanılacak 

olan mikroorganizma suşunun antibiyotik direnç genleri araştırılmalı ve eğer bu geni 

taşıma ve aktarabilme potansiyeli var ise probiyotik olarak kullanılmamalıdır. Bu 

araştırmaların sonucunda bildirilen en önemli kriter, probiyotik mikroorganizma 

suşunun tam ve doğru olarak tanımlanmış olma gerekliliğidir. Taksonomik analizleri 

yapılmamış ve/veya “altın standart” olarak kabul edilen yöntemler kullanılarak 

identifikasyonları yapılmamış olan suşlar probiyotik olarak kesinlikle kullanılmamalı ve 

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

2.6. Kanatlı Hayvan Yetiştiriciliğinde Probiyotikler  

Kanatlı hayvanların büyümesi ve sağlıklı olarak yetiştirilmesi özellikle ince 

bağırsaklarda besinlerin emilim ve yararlanım kapasiteleri ile ilişkilidir. Söz konusu 
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emilim ve sindirimin oluşumu da bağırsak kanalındaki yararlı mikroorganizmaların 

varlığı ve oranı ile direkt olarak bağlantılıdır. Bağırsak mikroflorası hayvanların 

büyüme ve gelişme oranını etkilemektedir.  Sabit ve dengeli bir  bağırsak  florası 

sindirimin iyi olmasını, yemden yararlanmanın artmasını ve enfeksiyonlara karşı direnci 

sağlamaktadır (Shahani ve Ayebo, 1980; Tournut ve ark., 1988; Fuller,1989; Suzuki ve 

ark., 1989). 

Normal koşullar altında, yumurtadan steril halde çıkan civcivler, 2-5 saat 

içerisinde çevrede var olan çeşitli mikroorganizmalara maruz kalmaktadır. Bu 

mikroorganizmaların alınması ile  gastrointestinal sistemde mikroflora şekillenmeye 

başlamaktadır (Owings ve ark. 1960; Vanbelle ve ark., 1990).  

Kanatlı hayvanlarda bağırsak mikroflorasının kaynağını kursak mikroflorası 

oluşturmaktadır (Watkins ve Miller, 1983; Jernigan ve ark., 1985; Fuller, 1989). Doğal 

koşullarda bağırsak florasının büyük bir bölümü, laktik asit bakterileri  (Lactobacillus 

spp.) ile beraber anaerob bakteriler tarafından oluşturulmaktadır. Geriye kalan az bir 

kısım ise Escherichia coli, Enterococcus spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp. 

vb. tarafından meydana getirilmektedir (Montes ve Pugh, 1983; Fuller, 1989; Suzuki ve 

ark., 1989; Kung, 1990). Kanatlı hayvanlarda florayı oluşturan laktik asit bakterileri 

genellikle kursak epitelyum hücreleri üzerinde yerleşmekte ve nişasta partikülleri 

üzerine yapışarak organik asitlerin üretilmesi ve pH’nın 4.5 ya da daha aşağılara 

düşmesini sağlamak suretiyle sindirime yardımcı olmaktadırlar. Normal gastrointestinal 

mikroflora üzerine yapılan araştırmalarda bağırsaklarda 10
14

 kob mikroorganizma 

bulunmuş ve bu sayının 400 türden fazla mikroorganizma tarafından oluşturulduğu 

bildirilmiştir (Fuller, 1989; Vanbelle ve ark.,1990). 

Sağlıklı bir kanatlı hayvanın gastrointestinal sisteminde denge halinde bulunan 

mikroorganizmalar, sindirim ve emilime yardımcı olmakta ve enfeksiyöz hastalıklara 

karşı vücut direncini artırmaktadırlar. Strese bağlı olarak ve/veya hastalık durumlarında 

ise bu denge bozulmaktadır. Bu dengenin bozulmasına neden olan koşullar olarak 

transport, beslenmede meydana gelen yetersizlikler, kalitesiz yem ile beslenme, hijyen 

koşullarının uygun olmaması, hastalıklar, uzun süreli ve yanlış antibiyotik tedavisi, 

kümes ortamındaki amonyak oranının artması, aşılama esnasındaki rahatsızlıklar, ortam 

sıcaklığının uygun olmaması gösterilmektedir (Suzuki ve ark., 1989). Bu gibi 

durumlarda bağırsak florasında değişiklikler meydana gelmekte ve dolayısı ile flora 
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dengesi bozulmaktadır. Florada bulunan laktik asit  bakterilerininin sayısında azalma 

meydana gelmekte ve patojen bakteri sayısı artabilmektedir (Owings ve ark., 1960; 

Montes ve Pugh, 1983; Fox, 1988). Bunun sonucu olarak da yemden yararlanmada 

düşüş gözlenmekte, büyüme oranı düşmekte ve dolayısı ile hayvanların performansı 

olumsuz olarak etkilenmektedir (Owings ve ark., 1960; Montes ve Pugh, 1983; Fox, 

1988; Lyons, 1988). Bu durumlarda hayvana probiyotik içeren ürünler verildiği zaman, 

bağırsakta bulunan laktik asit bakterilerinde artış, patojen sayısında ise  azalma 

meydana gelmektedir. Bağırsakta mikroflora dengesi yeniden sağlanarak, performans 

artışı sağlanabilmektedir (Sogaard ve Jessen, 1990; Fukata ve ark., 1991; Sainsbury, 

1991). 

Probiyotik uygulamaları kanatlı hayvan sektöründe biyogüvenlik uygulamaları 

kapsamında son yıllarda güvenle uygulanan yöntemlerin başında yer almaktadır. Bu 

çalışma, potansiyel probiyotik bakterilerden olan Lactobacillus spp. ve Enterococcus 

faecium’un sağlıklı tavuklardan izolasyonunu ve izole edilen bakterilerin probiyotik 

olarak kullanılma potansiyellerini araştırmak amacıyla gerçekleştirilmiştir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Hayvan Materyali 

Çalışmada E.coli’ye karşı antagonistik etki gösteren Lactobacillus spp. ve E. 

faecium bakterilerinin izolasyonu amacıyla Kavak/Samsun’da bulunan kanatlı hayvan 

mezbahasında kesim aşamasında olan 50 adet tavuğa ait bağırsak alındı. Mezbahaya 5 

defa gidildi ve her seferinde duodenum ile kloaka arasını kapsayacak şekilde 10 adet 

bağırsak alındı. Bağırsaklar soğuk zincir koşulları altında 2-3 saat içerisinde Ondokuz 

Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Laboratuvarı’na 

getirildi. 

3.2. Bakteriyolojik İzolasyon 

Bağırsaklar steril şartlar altında kesilip, duodenum mukozasından lam ile 

kazıntı alındı.  Alınan örnekler steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile 1/10 (v/v) oranında 

homojenize edildi. Süspansiyonlardan 10
-8

’e kadar steril fizyolojik tuzlu su ile 

dilüsyonlar hazırlandı. Bu amaçla içerisinde 9 ml steril FTS olan tüpler hazırlandı. İlk 

tüpe hazırlanmış olan ve bağırsak içeriğini 1/10 (v/v) oranında içeren süspansiyondan 1 

ml eklendi ve süspansiyon homojenize edildi. Bu şekilde 7 tüpe de bir önceki 

dilüsyondan 1 ml aktarılmak suretiyle log10 tabanına göre dilüsyonlar hazırlandı. 

Hazırlanan dilüsyonlar Lactobacillus spp. ve E. faecium izolasyonu için kullanıldı.  

Enterococcus faecium selektif izolasyonu için 10
-2

, 10
-3 

ve 10
-4

’lük 

dilüsyonlardan 0,1 ml  alınarak 3 adet Bile Esculin Agar (BEA)’a yayma tarzında ekim 

yapıldı (Strompofova ve ark., 2004; Gülhan ve ark., 2015).  Ekim yapılan besi yerleri 

37
o
C’de 24 saat süreyle aerobik koşullarda inkubasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi 

sonunda 1-20 adet siyah renkli-eskülin pozitif bakteri kolonisi içeren besi yerleri 

değerlendirmeye alındı. Değerlendirme amacıyla her hayvana ait materyalden üretilmiş 

olan, farklı koloni morfolojisi gösteren 2-3 adet koloni seçildi ve bu kolonilere Gram 

boyama ve katalaz testi gerçekleştirildi. Test sonucunda Gram pozitif ve katalaz negatif 

kok morfolojisinde olan koloniler şüpheli olarak kabul edildi ve % 5 koyun kanlı agara 

ekilerek saflaştırıldı. İzole edilen suşlar identifikasyon testlerinde kullanılmak üzere % 

20’lik gliserinli Brain Heart Infüzyon (BHI) broth içerisinde -20 ºC’de saklandı. 

Lactobacillus spp. selektif izolasyonu amacıyla 10
-2

, 10
-3 

ve 10
-4

’lük 

dilüsyonlardan 0,1 ml alınarak 3 adet De Man, Rogosa ve Sharpemrs (MRS) agar’a 
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ekim yapıldı. Anaerobik koşullarda (Anaerobic gas pack ile jar içerisinde) 48 saat 

35
o
C’de inkübe edildi.  İnkübasyon süresi sonunda 1-20 adet bakteri kolonisi içeren besi 

yerleri değerlendirmeye alındı. Değerlendirme amacıyla her hayvana ait materyalden 

üretilmiş olan, farklı koloni morfolojisi gösteren 1-3 adet koloni seçildi ve bu kolonilere 

Gram boyama ve katalaz testi yapıldı. Test sonucunda Gram pozitif çomak 

morfolojisinde ve katalaz negatif olan koloniler şüpheli olarak değerlendirildi (Sieladie 

ve ark., 2011). Bu kolonilerden MRS agara ekim yapılarak, saflaştırıldı. İzole edilen 

suşlar identifikasyon testlerinde kullanılmak üzere %20’lik gliserinli MRS broth’ta -20 

ºC’de saklandı. 

3.3. Genotipik İdentifikasyon 

Genotipik identifikasyon amacıyla Lactobacillus spp. ve E. faecium şüpheli 

izolatların DNA ekstraksiyonları gerçekleştirildi. Bunun için tüm şüpheli izolatlar 

Triptik Soy Agar (TSA)’da üretildi. Üreyen bakterilerden DNA ekstraksiyonu, prensibi 

spin kolon ile filtrasyon sistemine dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti (Thermo 

Scientific, GeneJET Genomic DNA Purifikasyon Kiti) kullanılarak üretici firmanın 

talimatlarına göre gerçekleştirildi. Buna göre bir öze dolusu şüpheli koloni alındı ve 180 

l Gram-pozitif bakteri lizis tamponu içerisinde süspanse edildi. Süspansiyon 37
o
C’de 

30 dk inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 200 l lizis buffer ve 20 l proteinaz K 

eklendi. Süspansiyon homojen hale gelinceye kadar vorteks ile karıştırıldı. Karışım 

56
o
C’de 30 dk süre ile su banyosunda inkübe edildi. Üzerine 20l RNaseA eklendi ve 

vorteksleme sonrasında 10 dk süreyle oda ısısında bekletildi. İnkübasyon sonrasında 

400 l %50’lik etanol eklendi ve iyice karıştırıldı. Hazırlanmış olan lizat ekstraksiyon 

kolonuna aktarıldı ve 6000xg’de 1 dk süre ile santrifüj edildi. Santrifüj sonrası alttaki 

kolon atıldı ve yeni kolona konulan koleksiyon tüpüne 500 l yıkama tamponu 1 

eklendi. Kolon 8000xg’de 1 dk süre ile santrifüj edildi. Santrifüj sonrası alttaki kolon 

atıldı ve yeni kolona konulan koleksiyon tüpüne 500 l yıkama tamponu 2 eklendi. 

Kolon 12000xg’de 3 dk süre ile santrifüj edildi. Santrifüj sonrası alttaki kolon atıldı ve 

DNase-RNase içermeyen mikrotüp üzerine konulan koleksiyon tüpüne 100 lelüsyon 

tamponu eklendi. Kolon, 2 dk süre ile oda ısısında inkübe edildikten sonra 8000xg’de 1 

dk süre ile santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında elde edilen DNA’ların konsantrasyonları 

nanodrop spektrofotometre ile ölçüldü ve tüm DNA’lar konsantrasyonları 50 ng/l 
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olacak şekilde ayarlandı. Ekstrakte edilen DNA’lar PCR’da hedef DNA olarak 

kullanılmak üzere -20
o
C’de saklandı. 

Enterococcus spp. ve Lactobacillus spp.’nin moleküler identifikasyonu cinse 

ve E. faecium ve L. acidophilus için ise türe özel primerler kullanılarak literatürde 

bildirilen yönteme göre PCR ile gerçekleştirildi. Reaksiyonda kullanılan oligonükleotid 

primerler Tablo 2’de gösterildi. 

Tablo 2. Çalışmada kullanılan oligonükleotid primer dizileri. 

Primer Oligonükleotid 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 

(2005) Lacto R CCATTGTGGAAGATTCCC 

LacidoF CACTTCGGTGATGACGTTGG 575 Sul ve ark. (2007) 

LacidoR CGATGCAGTTCCTCGGTTAAGC 

 

Enterococcus spp.’nin PCR ile cins düzeyinde identifikasyonu için Ke ve ark. 

(1999)’nın kullandıkları protokol uygulandı. Toplam 20 µl PCR karışımına; 50 ng 

ekstrakte edilmiş DNA, 1X PCR tamponu, 2.5 mM MgCl2, 1 M her bir primer, 200 

M her bir dNTP, 0,5 U Taq polymeraz ilave edildi. Amplifikasyon koşulları 95°C’de 3 

dk ilk denatürasyon, 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 aşaması olacak şekilde ayarlandı. 

Amplifikasyon ürünleri etidium bromid (2 g/ml) içeren %3’lük agaroz jel elektroforezi 

sonrasında UV transilluminatör ile görüntülendi. Görüntüleme sonrasında 112 bp’lik 

bant görülmesi Enterococcus spp. için pozitif olarak değerlendirildi. 

Enterococcus spp. pozitif olarak bulunan izolatlar E. faecium spesifik PCR ile 

identifiye edildi. PCR koşulları Jackson ve ark. (2004)’nın kullandıkları protokolün 

modifiye ve optimize edilmesi ile gerçekleştirildi.  Toplam 25 µl PCR karışımına; 50 ng 

ekstrakte edilmiş DNA, 1X PCR buffer, 3 mM MgCl2, 16 µM her bir primer, 200 M 

her bir dNTP, 1 U Taq polymeraz ilave edildi. Amplifikasyon koşulları 95°C’de 4 dk ilk 

denatürasyon, 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 aşaması olacak şekilde ayarlandı. Amplifikasyon ürünleri 

etidium bromid (2 g/ml) içeren %2’lik agaroz jel elektroforezi sonrasında UV 
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transilluminatör ile görüntülendi. Görüntüleme sonrasında 215 bp’lik bant görülmesi E. 

faecium için pozitif olarak değerlendirildi. 

Lactobacillus spp.’nin PCR ile cins düzeyinde identifikasyonu için Markiewicz 

ve Biedrzycka (2005)’nın kullandıkları protokol kullanıldı. Toplam 20 µl PCR 

karışımına; 50 ng ekstrakte edilmiş DNA, 1X PCR tamponu, 1.5 mM MgCl2, 1 M her 

bir primer, 250 M her bir dNTP, 0,4 U Taq polymerase ilave edildi. Amplifikasyon 

koşulları 94°C’de 1 dk ilk denatürasyon, 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 aşaması olacak şekilde 

ayarlandı. Amplifikasyon ürünleri etidium bromid (2 g/ml) içeren %2’lik agaroz jel 

elektroforezi sonrasında UV transilluminatör ile görüntülendi. Görüntüleme sonrasında 

230 bp’lik bant görülmesi Lactobacillus spp. için pozitif olarak değerlendirildi. 

Lactobacillus spp. pozitif olarak bulunan izolatlar L. acidophilus spesifik PCR 

ile identifiye edildi. PCR koşulları Sul ve ark. (2007)’nın kullandıkları protokol 

doğrultusunda gerçekleştirildi. Toplam 25µl PCR karışımına 50 ng ekstrakte edilmiş 

DNA, 1X PCR tamponu, 2 mM MgCl2, 1 M her bir primer, 200 M her bir dNTP, 1 U 

Taq polymerase ilave edildi. Amplifikasyon koşulları 95°C’de 5 dk ilk denatürasyon, 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 aşaması olacak şekilde ayarlandı. Amplifikasyon ürünleri etidium bromid (2 

g/ml) içeren %1.5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasında UV transilluminatör ile 

görüntülendi. Görüntüleme sonrasında 575 bp’lik bant görülmesi L. acidophilus için 

pozitif olarak değerlendirildi. 

3.4. İzolatların Safra Toleranslarının Belirlenmesi 

İzolatların safra toleransının belirlenmesi amacıyla steril PBS içerisinde 10
7 

kob/ml olacak şekilde süspansiyonları hazırlandı. Safra tolerans testi % 0,5 ve %1,0 

safra konsantrasyonları için test edildi. Bu amaçla; her bir Lactobacillus spp.  ve E. 

faecium izolatı için ayrı ayrı olmak üzere steril mikropleyt kuyucuklarına % 0,5 ve %1,0 

oranında safra içeren 200 l steril PBS konuldu. Kuyucuklara 10
7 

kob/ml olacak şekilde 

hazırlanmış olan test edilecek izolatlardan 20 l inokule edildi. Her izolat için bir 

kuyucuk da kontrol olarak tasarlandı ve bu kuyucuğa safra içermeyen 200 l bakteri 

süspansiyonu eklendi. Lactobacillus spp. ve E. faecium içeren mikropleytler sırasıyla 

35°C ve 37°C’de 1,5 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda her 
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kuyucuktaki süspansiyon 10
-5

’e kadar seyreltilerek 10
-2

,10
-3

 ve 10
-4

’lük dilüsyonlardan 

Lactobacillus spp. için 3’er adet MRS agara, E. faecium için de 3’er adet BEA’ya 50 l 

olmak üzere yayma tarzında ekim yapıldı. Besi yerleri Lactobacillus spp. için 35°C’de 

48 saat (anaerobik koşullarda) ve E. faecium için 37°C’de 24 saat süreyle inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda canlı bakteri sayımı yapılarak, izolatların safra 

toleransları belirlendi (Strompfova ve ark., 2004; Sahadeva ve ark., 2011; 

Hassanzadazar ve ark., 2012). 

3.5. İzolatların pH Toleranslarının Belirlenmesi 

İzolatların pH toleransının belirlenmesi amacıyla steril PBS içerisinde 10
7 

kob/ml olacak şekilde süspansiyonları hazırlandı. pH tolerans testi pH 3 ve pH 5 için 

test edildi. Bu amaçla; her bir Lactobacillus spp.  ve E. faecium izolatı için ayrı ayrı 

olmak üzere steril mikropleyt kuyucuklarına 5N’lık HCl ile pH 3 ve pH 5’e ayarlanan 

200 l steril PBS konuldu. Kuyucuklara 10
7 

kob/ml olarak hazırlanmış olan test 

edilecek izolatlardan 20 l inokule edildi. Her izolat için bir kuyucuk da kontrol olarak 

tasarlandı ve bu kuyucuklara pH 7’ye ayarlanmış olan 200 l bakteri süspansiyonu 

eklendi. Lactobacillus spp. ve E. faecium içeren mikropleytler sırasıyla 35°C ve 

37°C’de 1.5 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda her kuyucuktaki 

süspansiyon 10
-5

’e kadar seyreltilerek 10
-2

,10
-3

 ve 10
-4

’lük dilüsyonlardan Lactobacillus 

spp. için 3’er adet MRS agara, E. faecium için de 3’er adet BEA’ya 50 l olmak üzere 

yayma tarzında ekim yapıldı. Besi yerleri Lactobacillus spp. için 35°C’de 48 saat 

(anaerobik koşullarda) ve E. faecium için 37°C’de 24 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon süresi sonunda canlı bakteri sayımı yapılarak, izolatların pH toleransları 

belirlendi (Strompfova ve ark., 2004; Sahadeva ve ark., 2011; Hassanzadazar ve ark., 

2012). 

3.6. İzolatların Hidrofobisitelerinin Belirlenmesi 

İzolatların hidrofobisitelerinin belirlenmesi için % 0,03 Kongo Kırmızısı 

karıştırılmış TSA ve MRS agar hazırlandı. İzolatlar Lactobacillus spp. için Kongo 

kırmızısı içeren MRS agara, E. faecium için de kongo kırmızısı içeren TSA’ya ekildi ve 

sırasıyla 35°C’de 48 saat (anaerobik koşullarda) ve 37°C’de 24 saat inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda koloniler renklerine göre değerlendirildi. Kırmızı 
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koloniler pozitif (hidrofobik), beyaz veya renksiz koloniler ise negatif (non-hidrofobik) 

olarak kabul edildi (Sharma ve ark., 2006). 

3.7. İzolatların Antimikrobiyal Duyarlılıklarının Belirlenmesi 

İzolatların antibiyotik dirençlilik/duyarlılık profilleri amoksisilin (25 µg), 

amoksisilin/klavulanik asit (20/10 µg),  ampisilin (10 µg), enrofloksasin (5 µg),  

eritromisin (15 µg), linkomisin (2 µg), neomisin (30 µg), oksitetrasiklin (30 µg) ve 

trimetoprim/sulfametaksazol (1.25/23.75 µg) antibiyotik diskleri kullanılarak Kirby 

Bauer Disk Difüzyon testi ile belirlendi (CLSI, 2013). Bu amaçla izolatlar Lactobacillus 

spp. için MRS broth, E. faecium için de TSB içerisinde üretildi ve inkübasyon süresi 

sonunda yoğunlukları McFarland No:0,5’e ayarlandı. Sıvı kültürlerden 0,1 ml alınarak 

Lactobacillus spp. için MRS ve E. faecium için de Mueller Hinton Agara yayma 

tarzında inokule edildi. Antibiyotik disklerinin yerleştirilmesi sonrasında Lactobacillus 

spp. ve E. faecium için sırasıyla 35°C’de 48 saat (anaerobik koşullarda) ve 37°C’de 48 

ve 24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda inhibisyon çapları ölçüldü 

ve direnç profilleri antibiyotik diski üreticisi firmanın bildirmiş olduğu zon çaplarına 

göre değerlendirildi. 

3.8. İzolatların E.coli’ye Karşı in vitro Antagonistik Etkilerinin 

Belirlenmesi 

İshalli tavuklardan izole edilmiş olan ve kültür koleksiyonumuzda bulunan 

patojen E.coli izolatına karşı, tavukların bağırsak mikroflorasından izole edilen 

bakterilerin antagonistik etkilerinin araştırılmasında Radyal Difüzyon yöntemi 

kullanıldı (Hjelm ve ark., 2004; Hassanzadazar ve ark., 2012; Abdel-Daim ve ark., 

2013). 

Bu amaçla E.coli izolatının 0,5 Mc Farland konsantrasyonundaki sıvı 

kültüründen 100 µl alınarak, döküm sıcaklığına kadar soğutulmuş 500 ml TSA’ya 50 l 

olmak üzere ilave edildi. Bakterinin besi yerinde homojen bir şekilde dağılımı için 

döküm öncesinde iyice karıştırıldı. Patojen E.coli izolatının ilave edildiği besi yerlerinin 

petrilere dökümü yapıldı ve 15 dk beklendikten sonra her bir besi yeri üzerine steril 

durhaym tüpleri kullanılarak yaklaşık 5 mm çapında 4 adet çukur açıldı. Besi yeri 

üzerinde açılan çukurlara, test edilecek izolatların 0,5 Mc Farland konsantrasyonundaki 

taze sıvı kültürlerinden 150 µl ilave edildi. Besi yerleri 37
o
C

’
de 24 saat süreyle 
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inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası kuyucukların etrafında oluşan şeffaf 

inhibisyon zonlarının ölçümü yapıldı. 
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4. BULGULAR 

4.1. Bakteriyolojik İzolasyon 

Enterococcus faecium selektif izolasyonu için Bile Esculin Agar’a yapılan 

inokulasyon sonucunda 115 adet eskulin pozitif bakteri kolonisi şüpheli olarak 

değerlendirildi (Şekil 1). Gram boyama sonucunda tüm şüpheli izolatların Gram pozitif-

kok morfolojisinde ve katalaz negatif olduğu belirlendi. Bu bakterilerin Enterococcus 

spp. ve E.faecium olarak genotipik identifikasyonunun yapılması amacıyla DNA 

ekstraksiyonları gerçekleştirildi. 

 

Şekil 1. Enterococcus spp. izolasyonu için BEA’a yapılan ekim sonucu üreyen bakteriler (a) Eskülin 

negatif, (b) Eskülin pozitif 

Lactobacillus spp. izolasyonu amacıyla MRS agara yapılmış olan ekimler 

sonucunda 67 adet şüpheli koloni belirlendi. Yapılmış olan Gram boyama sonucunda 

tüm şüpheli izolatların Gram pozitif-çomak morfolojisinde ve katalaz negatif olduğu 

saptandı. Bu bakterilerin Lactobacillus spp. ve L.acidophilus olarak genotipik 

identifikasyonunun yapılması amacıyla DNA ekstraksiyonları gerçekleştirildi.  



18 

 

4.2. Genotipik İdentifikasyon 

Genotipik identifikasyon amacıyla şüpheli izolatların DNA ekstraksiyonları 

gerçekleştirildi ve elde edilen DNA’ların konsantrasyonları 50 ng/l olacak şekilde 

ayarlandı. 

Enterococcus spp.’nin cins düzeyinde identifikasyonu için yapılan PCR 

sonucunda 112 bp’lik bant görülmesi Enterococcus spp. için pozitif olarak 

değerlendirildi. Test edilen 115 şüpheli izolatın tamamının Enterococcus spp. olduğu 

belirlendi (Şekil 2). Enterococcus spp. pozitif olarak bulunan izolatlar E. faecium 

spesifik PCR ile identifiye edildi. Görüntüleme sonrasında 215 bp’lik bant görülmesi E. 

faecium için pozitif olarak değerlendirildi. İncelenen 115 Enterococcus spp. izolatının 

20 adetinin pozitif bant verdiği saptandı ve E. faecium olarak identifiye edildi (Şekil 3). 

Belirlenen 20 izolat diğer testlerde kullanılmak üzere seçildi. 

 

Şekil 2. Şüpheli izolatların Enterococcus spp. spesifik primer ile yapılan PCR sonucu 1-18: Enterococcus 

spp. pozitif; M: marker (100-1000 bp) 

 

Şekil 3. Enterococcus spp. olarak identifiye edilen izolatların E.faecium spesifik primer ile yapılan 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 düzeyinde identifikasyonu için yapılan PCR 

sonucunda 230 bp’lik bant görülmesi Lactobacillus spp. için pozitif olarak 

değerlendirildi. Test edilen 67 şüpheli izolatın 21 adetinin Lactobacillus spp. olduğu 

belirlendi (Şekil 4). Lactobacillus spp. pozitif olarak bulunan izolatlar L.acidophilus 

spesifik PCR ile tür düzeyinde identifiye edildi. Görüntüleme sonrasında 575 bp’lik 

bant görülmesi L.acidophilus için pozitif olarak değerlendirildi. İncelenen 21 
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Lactobacillus spp. izolatının 9 adetinin pozitif bant verdiği saptandı ve L.acidophilus 

olarak identifiye edildi (Şekil 5). Lactobacillus spp. olarak identifiye 21 izolat diğer 

testlerde kullanılmak üzere seçildi. 

 

Şekil 4. Şüpheli izolatların Lactobacillus spp. spesifik primer ile yapılan PCR sonucu 1-21: Lactobacillus 

spp. pozitif; M: marker (100-1000 bp) 

 

Şekil 5. Lactobacillus spp. olarak identifiye edilen izolatların L.acidophilus spesifik primer ile yapılan 

PCR sonucu 1,2,4,7: L. acidophilus pozitif; 3,5,6,8-10: L.acidophilus negatif; M: marker (100-

1000 bp) 

4.3. İzolatların Safra Toleranslarının Belirlenmesi 

İzolatların safra toleransları, %0,5 ve %1,0 safra konsantrasyonlarında 

canlılıklarını muhafaza etmelerinin tespiti ile belirlendi (Şekil 6).  

 

Şekil 6. Safra tolerans testi için kullanılan safra solüsyonları (a): Saf safra; (b): %1 oranında 

sulandırılmış safra; (c): %0,5 oranında sulandırılmış safra 



20 

 

Bu amaçla; her bir Lactobacillus spp. ve E. faecium izolatı ayrı ayrı olmak 

üzere test edildi. Elde edilen sonuçlar Tablo 3 ve Tablo 4 ile Şekil 7 ve Şekil 8’de 

sunuldu. 

Tablo 3. E.faecium izolatlarının safra tolerans testi sonuçları (log
 
kob/ml) 

İzolat no %1 safra %0,5 safra %0 safra 

EFM01.1 4,00 4,00 4,04 

EFM02.1 4,08 4,08 4,11 

EFM05.2 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 4,11 

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 4,11 4,18 4,11 

EFM37.1 4,11 4,11 4,15 

EFM38.2 4,00 4,04 4,08 

EFM39.1 4,00 4,00 4,08 

EFM40.1 3,95 4,00 4,00 

EFM41.3 3,48 3,48 3,60 

EFM46.1 3,48 3,60 3,60 

EFM49.2 4,00 4,00 4,04 

 

 

Şekil 7. E.faecium izolatlarının safra tolerans testi sonuçlarının karşılaştırmalı analizi (kob/ml) 
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Tablo 4. Lactobacillus spp. izolatlarının safra tolerans testi sonuçları  (log
 
kob/ml) 

İzolat 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 

 

 

Şekil 8. Lactobacillus spp. izolatlarının safra tolerans testi sonuçlarının karşılaştırmalı analizi (kob/ml) 

Çalışmada incelenen izolatların safra tolerans testi sonrasında canlı kalma oranları hesaplandı. 

Test sonucunda canlı kalma oranları Tablo 5 ve Tablo 6’da sunuldu. 
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Tablo 5. E.faecium izolatlarının safra tolerans testi sonucunda canlı kalma oranları (%) 

İzolat no %0,5 safra %1safra 

EFM01.1 90,91 90,91 

EFM02.1 92,31 92,31 

EFM05.2 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. izolatlarının safra tolerans testi sonucunda canlı kalma oranları (%) 

İzolat no %0,5 %1 

LB02.1 96,25 96,25 

LB05.2 100,00 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. İzolatların pH Toleranslarının Belirlenmesi 

İzolatların pH toleransının belirlenmesi pH 3 ve pH 5’te canlılıklarını 

muhafaza etme oranlarının belirlenmesi suretiyle incelendi.  Test sonucunda canlı 

bakteri sayımı yapılarak, izolatların pH toleransları belirlendi. Test sonuçları Tablo 7 ve 

Tablo 8 ile Şekil 9 ve Şekil 10’da sunuldu. 

Tablo 7. E.faecium izolatlarının pH tolerans testi sonuçları (log
 
kob/ml) 

İzolat no pH 3 pH 5 pH 7 

EFM01.1 4,00 4,04 4,04 

EFM02.1 4,08 4,08 4,08 

EFM05.2 4,00 4,00 4,11 

EFM10.8 4,00 4,00 3,90 

EFM16.1 4,00 4,00 4,08 

EFM18.3 3,95 3,95 4,00 

EFM20.2 3,30 3,30 3,30 

EFM21.1 4,04 4,08 4,11 

EFM24.1 4,04 4,08 4,08 

EFM27.2 4,00 4,08 4,08 

EFM32.1 3,78 3,85 3,85 

EFM34.2 4,00 4,00 4,04 

EFM36.1 4,08 4,08 4,11 

EFM37.1 4,11 4,11 4,15 

EFM38.2 4,04 4,08 4,08 

EFM39.1 4,04 4,04 4,08 

EFM40.1 4,00 4,00 4,00 

EFM41.3 3,48 3,48 3,60 

EFM46.1 3,48 3,48 3,60 

EFM49.2 4,00 4,00 4,04 

 

 

Şekil 9. E.faecium izolatlarının pH tolerans testi sonuçlarının karşılaştırmalı analizi (kob/ml) 
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Tablo 8. Lactobacillus spp. izolatlarının pH tolerans testi sonuçları (log
 
kob/ml) 

İzolat 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 

 

 
Şekil 10. Lactobacillus spp. izolatlarının pH tolerans testi sonuçlarının karşılaştırmalı analizi (kob/ml) 

 

Çalışmada incelenen izolatların pH tolerans testi sonrasında canlı kalma oranları hesaplandı. 

Test sonucunda canlı kalma oranları Tablo 9 ve Tablo 10’da sunuldu. 
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Tablo 9. E.faecium izolatlarının pH tolerans testi sonucunda canlı kalma oranları (%) 

İzolat no pH 5 pH 3 

EFM01.1 100,00 90,91 

EFM02.1 100,00 100,00 

EFM05.2 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. izolatlarının pH tolerans testi sonucunda canlı kalma oranları (%) 

İzolat no pH 5 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 95,71 95,71 

LB03.2 100,00 89,55 

LB04.1 100,00 92,98 

LB11.1 95,24 95,24 

LB13.1 100,00 91,25 

LB15.3 96,39 96,39 

LB21.1 95,71 90,00 

LB23.2 100,00 94,81 

LB30.1 100,00 90,00 

LB32.2 100,00 95,00 

LB37.1 95,24 90,48 

LB45.1 92,98 92,98 

LB50.1 100,00 89,55 
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4.5. İzolatların Hidrofobisitelerinin Belirlenmesi 

İzolatların hidrofobisitelerinin belirlenmesi için  % 0,03 Kongo Kırmızısı 

karıştırılmış katı besi yerlerine inokule edilen Lactobacillus spp. ve E. faecium 

izolatlarının tümünün inkübasyon süresi sonunda pembe-kırmızı koloniler oluşturduğu 

görüldü. Değerlendirme sonucunda tüm izolatlar pozitif olarak değerlendirildi. Bu 

sonuca göre izolatların hepsinin hidrofobik oldukları belirlendi (Şekil 11). 

 

Şekil 11. İzolatların hidrofobisitelerinin belirlenmesi için yapılan Kongo Kırmızılı agarda pozitif sonuç 

4.6. İzolatların Antimikrobiyal Duyarlılıklarının Belirlenmesi 

İzolatların antibiyotik dirençlilik/duyarlılık profilleri amoksisilin (25 µg), 

amoksisilin/klavulanik asit (20/10 µg),  ampisilin (10 µg), enrofloksasin (5 µg),  

eritromisin (15 µg), linkomisin (2 µg), neomisin (30 µg), oksitetrasiklin (30 µg) ve 

trimetoprim/sulfametaksazol (1.25/23.75 µg) antibiyotik diskleri kullanılarak Kirby 

Bauer Disk Difüzyon testi ile belirlendi.  

Lactobacillus spp.  ve E. faecium izolatlarının incelenen antibiyotiklere karşı 

direnç profilleri Tablo 11-13’te gösterildi. 
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Tablo 11. E.faecium izolatlarının antibiyotik dirençlilikleri 

  AMP N AMC OT E AX EX L SXT 

EFM01.1 R R R S I S I R S 

EFM02.1 R R R R I S I R S 

EFM05.2 R R R R R I I R S 

EFM10.8 S R S R R S I R R 

EFM16.1 R R R R R I R R S 

EFM18.3 R R R R R S I R S 

EFM20.2 R R R R R I I R R 

EFM21.1 R R R R R I R R S 

EFM24.1 R R R R R I R R R 

EFM27.2 R R R R R I R R R 

EFM32.1 R R R R R I R R R 

EFM34.2 R R R R R I R R R 

EFM36.1 R R S S R I I R S 

EFM37.1 R R R R R I I R S 

EFM38.2 R R R R R I I R I 

EFM39.1 R R R R R R R R S 

EFM40.1 R R R R R R R R I 

EFM41.3 R I R R R I R R R 

EFM46.1 R R R R R S R R R 

EFM49.2 R R R R R S R R R 

S: duyarlı; I: orta derecede duyarlı; R: dirençli; 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. izolatlarının antibiyotik dirençlilikleri 

  AMP N AMC OT E AX EX L SXT 

LB02.1 S R S S R S R R R 

LB05.2 S R S R R S R R R 

LB14.3 R R S S S S S R I 

LB16.3 S R S R S S S R R 

LB20.2 R R S R S S S R R 

LB26.1 S R S S R S R R R 

LB35.1 R R S S S S S S S 

LB46.1 R R S R R S R R R 

LB49.3 S R S S S S S S R 

LB03.2 S R S S S S S R R 

LB04.1 S R S S S S I R S 

LB11.1 S R S S S S I R R 

LB13.1 S R S S S S I R R 

LB15.3 R S S S S S S R R 

LB21.1 S R S R S S S S R 

LB23.2 S S S S S S S S S 

LB30.1 S R S R S S S R I 

LB32.2 S R S S S S S R I 

LB37.1 S R S R S S R R I 

LB45.1 S R S S S S R R R 

LB50.1 S R S S R S R R R 

S: duyarlı; I: orta derecede duyarlı; R: dirençli; AX: amoksisilin; AMC: amoksisilin/klavulanik asit;  

AMP:ampisilin; EX: enrofloksasin;  E: eritromisin; L: linkomisin; N: neomisin; OT: oksitetrasiklin; 

SXT: trimetoprim/sulfametaksazol. 



29 

 

Tablo 13. Çalışma kapsamında izole edilen bakterilerin antibiyotik direnç profilleri 

  
AMP N AMC OT E AX EX L SXT 

E.faecium 

(n=20) 

S 
1 

(%5) 

0 

(%0) 

2 

(%10) 

2 

(%10) 

0 

(%0) 

6 

(%30) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

9 

(%45) 

I 
0 

(%0) 

1 

(%5) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

2 

(%10) 

12 

(%60) 

9 

(%45) 

0 

(%0) 

2 

(%10) 

R 
19 

(%95) 

19 

(%95) 

18 

(%90) 

18 

(%90) 

18 

(%90) 

2 

(%10) 

11 

(%55) 

20 

(%80) 

9 

(%45) 

Lactobacillus 

spp. 

(n=12) 

S 
11 

(%91,7) 

2 

(%16,7) 

12 

(%100) 

9 

(%75) 

11 

(%91,7) 

12 

(%100) 

6 

(%50) 

2 

(%16,7) 

2 

(%16,7) 

I 
0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

3 

(%25) 

0 

(%0) 

3 

(%25) 

R 
1 

(%8,3) 

10 

(%83,3) 

0 

(%0) 

3 

(%25) 

1 

(%8,3) 

0 

(%0) 

3 

(%8,3) 

10 

(%83,3) 

7 

(%58,3) 

L.acidophilus 

(n=9) 

S 
5 

(%55,6) 

0 

(%0) 

9 

(%100) 

5 

(%55,6) 

5 

(%55,6) 

9 

(%100) 

5 

(%55,6) 

2 

(%22,2) 

1 

(%11,1) 

I 
0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

1 

(%11,1) 

R 
4 

(%44,4) 

9 

(%100) 

0 

(%0) 

4 

(%44,4) 

4 

(%44,4) 

0 

(%0) 

4 

(%44,4) 

7 

(%77,8) 

7 

(%77,8) 

S: duyarlı; I: orta derecede duyarlı; R: dirençli; AX: amoksisilin; AMC: amoksisilin/klavulanik asit;  

AMP:ampisilin; EX: enrofloksasin;  E: eritromisin; L: linkomisin; N: neomisin; OT: oksitetrasiklin; 

SXT: trimetoprim/sulfametaksazol. 

 

İzolatlar çoklu antibiyotik dirençliliklerine göre de değerlendirildi. İzolatların 

çoklu antibiyotik direnç profilleri Tablo 14’te sunuldu. 

Tablo 14. İzolatların çoklu antibiyotik direnç profilleri 

Dirençli bulunan  

antibiyotik (n) 

E.faecium 

(n=20) 

L.acidophilus 

(n=9) 

Lactobacillus spp. 

(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. İzolatların E.coli’ye Karşı in vitro Antagonistik Etkilerinin 

Belirlenmesi 

İshalli tavuklardan izole edilmiş olan ve kültür koleksiyonumuzda bulunan 

patojen E.coli izolatına karşı, tavukların bağırsak mikroflorasından izole edilen 

bakterilerin antagonistik etkilerinin araştırılmasında Radyal Difüzyon yöntemi 

kullanıldı. Değerlendirme kuyucukların etrafında oluşan şeffaf inhibisyon zonlarının 

ölçümü ile gerçekleştirildi. Değerlendirme sonucunda izolatların bulunduğu kuyucuklar 

etrafında inhibisyon zonları görülmedi ve izolatların hiçbirisinin E.coli’ye karşı in vitro 

antagonistik etki göstermediği belirlendi (Şekil 12).  

 

Şekil 12. in vitro antagonistik etkinin belirlenmesi için yapılan Radyal Difüzyon Testi sonucu. 
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5. TARTIŞMA 

İnsan ve hayvanların bağırsaklarında patojen mikroorganizmalara karşı 

antagonistik etki gösteren, bağırsak mikroflorası üzerine yararlı etkiler oluşturan, 

patojen olmayan, Gram pozitif ve fakültatif anaerob, laktik asit üreten canlı doğal 

bağırsak bakterileri, maya kültürleri ve hücreleri ile mantarlar “probiyotikler” olarak 

tanımlanmaktadırlar. Probiyotik bakteriler, probiyotik canlı mikrobiyal kültürler ve 

mikroorganizmaların fermente ürünleri olarak 2 grup halinde incelenmektedir. Bu türler 

mide-bağırsak florasının önemli popülasyonunu oluşturmaktadır. Probiyotik 

bakterilerden olarak en yaygın kullanılanları laktik asit bakterileridir ve bunlar 

Lactobacillus spp., Streptococus spp., Enterococcus spp., Leuconostoc spp., 

Pediococcus spp. ve Bifidobacterium spp.’dir. Laktik asit bakterileri dışında probiyotik 

olarak kullanılan diğer 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 oluşturan ve genellikle 

katalaz ile oksidaz negatif bakteriler olarak tanımlanmaktadırlar (Ringo ve Gatesoupe, 

1998). Laktik asit bakterileri farklı ve olumsuz çevre koşullarına adapte olmuşlardır. 

Doğada yaygın olarak bulunurlar. Laktik asit bakterileri sıcakkanlı hayvanların bağırsak 

boşluğunda, süt ve süt ürünlerinde, deniz ürünleri ve bazı bitki yüzeylerinde yaygın 

olarak bulunmaktadır. Laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak kullanım 

potansiyelinde oldukları bildirilmektedir. Bu bakteriler hayvanların gelişimini 

arttırabilirler, patojen bakterilerle rekabete girebilirler ve vücudun doğal bağışıklık 

mekanizmasını güçlendirebilirler (Vandenberg, 1993; Villamil ve ark., 2002). 

Laktik asit bakterileri içerisinde yer alan laktobasiller; Gram pozitif, sporsuz, 

hareketsiz, katalaz negatif, fakültatif anaerob, çomak veya kokobasil şeklinde 

bakterilerdir (Gomes ve Malcata, 1999). Laktobasiller pH 3.0’e kadar tolerans 

gösterirler ve böylece düşük mide pH’sında canlılıklarını koruyarak, bağırsak kanalına 

geçip etkilerini burada gerçekleştirirler. Duodenumda safra tuzlarından 

etkilenmemektedirler. Wattkins ve Miller (1983)’ın germ-free broyler civcivlerde L. 

acidophilus’un sindirim sisteminde kolonize olduğu yerler ile ilgili yaptıkları bir 

çalışmada etkeni kursak, proventrikülüs ve duedonum epitelinde elektron mikroskop 

altında tespit etmişlerdir. Ayrıca, pek çok Lactobacillus suşu 45-48
o
C gibi yüksek ısı ve 

basınca nispeten dayanıklı olduğundan dolayı yem yapım işlemleri sırasında ısı ve 
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basınçtan etkilenmeyerek canlılıklarını koruyabilmektedirler (Hamdan, 1973; Shahani 

ve Ayebo, 1980; Gilliand, 1984). Bu çalışmada Lactobacillus spp. izolasyonu için 

selektif besi yerlerine yapılan ekim sonucunda 67 adet şüpheli bakteri izole edildi. 

Şüpheli bulunan bakterilerin identifikasyonu için yapılan PCR sonucunda şüpheli 

izolatlardan 21 adetinin Lactobacillus spp. olarak belirlendi. Lactobacillus spp. pozitif 

bulunan izolatların 9’u tür spesifik PCR ile L.acidophilus olarak identifiye edildi. 

Lactobacillus spp. olarak identifiye edilen 21 izolat probiyotik özelliklerinin 

araştırılması amacıyla seçildi. 

Enterokoklar, sporsuz, Gram pozitif, katalaz negatif, fakültatif anaerob, 10
o
C 

ve 45
o
C’de, pH 9,6’da, %6,5 NaCl’ de %40 safra tuzunda gelişebilen, kok şeklinde 

mikroorganizmalardır. E. faecium ve E. faecalis, bağırsak hastalıklarındaki etkileri 

nedeniyle geçmişte probiyotik olarak kullanılmıştır. Bakteriyosin üretimi gibi 

probiyotik olarak istenen mikrobiyolojik özelliklere sahip olsalar da, patojenlere 

antimikrobiyal direnç aktarımı gibi özelliklerinden dolayı kullanımları konusunda 

şüpheler bulunmaktadır. Bu bakterilerin hali hazırda kullanımda olan ticari formları 

bulunmaktadır (Mombelli ve Gismondo, 2000). Bu çalışmada E. faecium selektif 

izolasyonu için BEA’ya yapılan inokulasyon sonucunda  115 Enterococcus spp. şüpheli 

izolat belirlendi. İdentifikasyon için yapılan PCR sonucunda 20 adeti E. faecium olarak 

identifiye edildi. Belirlenen 20 izolat probiyotik özelliklerinin araştırılması için yapılan 

testlerde kullanılmak üzere seçildi. 

Oral yol ile vücuda alınan mikroorganizmalar gastrointestinal sistemden 

geçişleri sırasında canlılıklarını korumalarını engelleyen bir takım faktörlere maruz 

kalırlar. Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sistemde canlılıklarını korumaları ince 

bağırsakta safra tuzuna ve düşük pH’ya dayanımlarına bağlıdır (Marteau ve ark., 1997). 

Bakteriler bağırsağa belli bir sayının üzerinde ve canlılıklarını korumuş olarak 

ulaşmalıdırlar. Probiyotiklerde aranan özelliklerden birisi de bu şekilde stabil olmaları, 

düşük pH ve safra tuzları gibi olumsuz çevre koşullarından etkilenmeden bağırsakta 

metabolize olmalarıdır. Probiyotik suş seçiminde dikkate alınması gereken safra 

konsantrasyonları konusunda araştırıcılar arasında farklı görüşler bulunmaktadır. Bazı 

araştırıcılar % 10 gibi yüksek safra konsantrasyonunun test edilmesini savunurken, 

bazıları ise %0,5’e kadar töleransın olmasının yeterli olduğu görüşünü savunmaktadırlar 

(Nikoskelainen ve ark., 2001; Pérez-Sánchez ve ark., 2011a). Balıklarda yapılan bir 
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çalışmada, Lactobacillus suşlarının % 1 safra koşullarında 3 saat inkübasyonu takiben 

sayılarının değişmediğini belirlenmiştir (Pérez-Sánchez ve ark., 2011b). Benzer bir 

araştırmada, antagonistik etkili olduğu bilinen Lactobacillus suşları 1,5 saat süreyle % 

2,5-10 konsantrasyonunda safraya maruz bırakılmış ve suşların hayatta kalabildikleri 

bildirilmiştir (Balcazar ve ark., 2008). Sabir ve ark. (2010) laktobasil suşlarının %0,3 

konsantrasyonundaki safrayı % 72–92 arasında değişen oranlarda tolere ettiklerini 

saptamışlardır. Jin ve ark. (1998) tavuk bağırsağından elde ettikleri 12 Lactobacillus 

suşunun % 0,3’lük tavuk safrasına toleransını belirlemek için yaptıkları çalışmada, 

tolerans oranını belirtmeden suşlardan bazılarının safradan hafif etkilendiğini, büyük bir 

kısmının ise etkilenmediğini tespit etmişlerdir. Araştırmacılar çalışmada inceledikleri 

tüm suşların tavuk bağırsak ortamını tolere edebileceğini bildirmişlerdir. Shin ve ark. 

(2008) tavuk intestinal kanalından izole ettikleri E. faecium’un % 5’lik safra 

konsantrasyonuna toleranslı olduğunu rapor etmişlerdir. Bu çalışmada izolatların safra 

toleransları, %0,5 ve %1,0’lik safra konsantrasyonlarında canlılıklarını muhafaza 

etmelerinin tespiti ile belirlenmiştir. Bu amaçla; her bir Lactobacillus spp.  ve E. 

faecium izolatı ayrı ayrı olmak üzere test edilmiş ve tüm izolatların %0,5 ve %1,0’lık 

safra konsantrasyonlarında canlılıklarını korudukları ve test edilen safra 

konsantrasyonlarına dirençli oldukları belirlenmiştir. 

Probiyotik olarak kullanımları düşünülen bakterilerin düşük pH değerlerine 

toleranslı olmaları, mideden geçişleri esnasında hayatta kalmalarını sağlamaktadır. Jin 

ve ark. (1998) tavuk bağırsağından elde ettikleri 12 Lactobacillus suşu için yaptıkları 

pH tolerans testinde çoğu suşun asit pH’ya toleranslı olduğunu bulmuşlar fakat oran 

bildirmemişlerdir. Araştırmacılar inceledikleri suşların  pH 0,5-1,2‘de düşük, pH 3‘te 

orta ve pH 4-5‘te yüksek oranda canlılıklarını sürdürdüklerini bildirmişlerdir. Shin ve 

ark. (2008) tavuk intestinal kanalından izole ettikleri E. faecium ile diğer aday 

probiyotik bakterilerin pH 3’te canlılıklarını sürdürme oranlarını incelemişler ve E. 

faecium‘un pH 3‘e diğer bakterilere göre daha dayanıklı olduğunu rapor etmişlerdir. 

Sabir ve ark. (2010) pH 3,5 gibi asidik bir ortamda laktik asit bakterilerinin 

canlılıklarını %85-96’lik bir oranda koruduklarını bildirmişlerdir. Bu çalışmada 

izolatların pH toleransının belirlenmesi pH 3 ve pH 5’te test edilmiştir.  Test sonucunda 

canlı bakteri sayımı yapılarak, izolatların pH toleransları belirlenmiştir. Tüm izolatların 
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pH 3 ve pH 5’te canlılıklarını korudukları ve test edilen pH koşullarına dirençli 

oldukları belirlenmiştir.  

Bakterilerin bağırsaktaki epitel yüzeylere adezyonu ve kolonizasyonu, immün 

sistem aktivasyon ve patojenlere karşı antagonistik aktivitenin ön şartı olarak 

gösterilmektedir. Bu nedenle adezyon, probiyotik seçiminin asıl kriteri olarak kabul 

edilmektedir. Probiyotik bakterilerin bağırsağa ulaşması sonrasında, bağırsaktaki 

peristaltik hareketler ile bağırsaktan atılmaması için bağırsak epitel hücrelerine 

tutunması gerekmektedir. Probiyotik bakterilerin adezyonu aynı zamanda 

gastrointestinal sistemi etkileyen enfeksiyonların önlenmesi için de önemlidir. 

Probiyotiklerin patojen mikroorganizmalara karşı intestinal sistemde bir bariyer 

oluşturarak, epitel hücrelerin bu mikroorganizmalarla bağlanma derecesini azalttığı 

düşünülmektedir. Bu nedenle de bağırsak epitelyum hücrelerine adezyon yeteneği, 

potansiyel probiyotik suşlar için önemli bir özelliktir. Laktik asit bakterileri sahip 

oldukları çeşitli yüzey determinantları sayesinde intestinal epitel hücrelere adeze 

olabilmektedir. Laktik asit bakterilerinin adezyonunun pasif kuvvetler, elektrostatik 

ilişkiler, hidrofobisite, sterik kuvvetler, lipoteikoik asit ve lektinlerle kaplı özgün 

yapılarla ilişkili olduğu bildirilmektedir (Servin ve Coconnier, 2003). L. acidophilus 

suşlarının adezyonunda proteaza dirençli ve bakteri yüzeyi ile bağlantılı bakteriyel 

bileşik görev almaktadır (Grene ve Klaenhammer, 1994). Hidrofobisitenin bakterilere 

kazandırdığı en önemli özellik mikroorganizmaların epitel yüzeylere tutunmasını 

sağlamasıdır. Bakterilerin hidrofobik özellikte olmaları, bağırsak epitel hücrelerine 

tutunma kabiliyetlerinin olduğunu göstermektedir (An ve Friedman, 2000; Rinkinen ve 

ark., 2004). Pan ve ark. (2006) inceledikleri laktik asit bakterilerinin bağırsak epitel 

hücrelerine tutunma yeteneklerinin olduğunu ve hidrofobik suşların güçlü bir tutunma 

kabiliyeti gösterdiğini bildirmişlerdir. Pérez-Sánchez ve ark. (2011a), inceledikleri balık 

izolatı laktobasil suşlarının tamamının hidrofobik özelikte olduklarını tespit etmişlerdir. 

Bu çalışmada bakterilerin intestinal mukozaya tutunma yetenekleri, hidrofobisite 

özelliklerinin incelenmesi ile belirlenmiştir. İzolatların hidrofobisitelerinin belirlenmesi 

için  % 0,03 Kongo Kırmızısı karıştırılmış besi yerlerine inokule edilen Lactobacillus 

spp. ve E. faecium izolatlarının tümünün inkübasyon süresi sonunda pembe-kırmızı 

koloniler oluşturduğu görülmüştür. Değerlendirme sonucunda tüm izolatlar pozitif 

olarak değerlendirilmiş ve hidrofobik oldukları belirlenmiştir. Bu sonuç da 
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incelediğimiz izolatların tamamının intestinal mukozaya tutunma özelliğinde olduğunu 

göstermiştir. 

Probiyotik olarak kullanılacak bakterilerde aranan özelliklerden birisi de 

antibiyotiklere dirençli olmalarıdır. Diyare gibi antibiyotik kullanımına bağlı olarak 

ortaya çıkabilen hastalıklarda bağırsak florasını düzenlemek amacı ile probiyotikler 

kullanılmaktadır. Dolayısı ile uygulanacak probiyotik bakterilerinin bağırsaktaki 

antibiyotiklerden etkilenmemeleri gerekmektedir. Aynı şekilde hasta hayvanların 

bağırsaklarında antibiyotik metabolitleri de bulunabilmektedir. Bu nedenle sadece 

antibiyotiğe dirençli olan probiyotik bakteri suşları bağırsaklarda kolonize 

olabilmektedir. Yapılan çalışmalarda laktik asit bakterilerinin bağırsak sisteminde 

antibiyotiğe dirençli patojenlerin plazmidlerini parçaladıkları belirlenmiştir (Tannock, 

1997). Laktik asit bakterileri antimikrobiyel dirençlilikler sayesinde bağırsaklarda 

istenmeyen bakterilerin çoğalma hızını kontrol ederek mikrofloranın dengede olmasını 

sağlarlar. Bu çalışmada izole edilen bakterilerin amoksisilin, amoksisilin/klavulanik 

asit,  ampisilin, enrofloksasin,  eritromisin, linkomisin, neomisin, oksitetrasiklin ve 

trimetoprim/sulfametaksazol antibiyotiklerine karşı direnç durumları incelenmiştir. E. 

faecium izolatlarının %95’i ampisilin ve neomisine, %90’ı eritromisin, 

amoksisilin/klavulanik asit ve oksitetrasikline, %80’i linkomisine, %55’i 

enrofloksasine, %45’i de trimetoprim/sulfametaksazola ve %10’u amoksisiline karşı 

dirençli bulundu. Aarestrup ve ark. (2000) tarafından yapılan bir çalışmada broyler 

tavuklarından izole edilen E.faecium izolatlarında avilamisin (%35), glikopeptit (%10), 

vankomisin (%17), eritromisin (%74), tetrasiklin (%32), kanamisin (%1) ve 

streptomisin (%3)’e direnç saptanmıştır. Dı̇lı̇k ve İstanbulluoğlu (2010) tarafından 

gerçekleştirilen çalışmada entansif broyler işletmeleri ile kırsal tavukçuluk 

işletmelerinde 400 örnek incelenmiş ve izole edilen suşların penisiline % 5,6, 

tetrasikline % 72, eritromisine % 59,3, enrofloksasine  ,% 8,7, rifampine % 10,9, 

vankomisine % 0,4, yüksek düzey streptomisin ve gentamisine % 6,5 ve % 23,1 

oranında dirençli oldukları saptanmıştır. Suşların % 100’ünün ise linezolid ve 

teikoplanin antibiyotiklerine karşı duyarlı olduğu bildirilmiştir. Bu araştırmada izolatlar 

çoklu antibiyotik dirençliliklerine göre de değerlendirilmişlerdir. Buna göre 20 adet E. 

faecium izolatının 2 tanesi 4 antibiyotiğe, 2 tanesi 5 antibiyotiğe, 4 tanesi 6 antibiyotiğe, 

4 tanesi 7 antibiyotiğe ve 8 tanesi 8 antibiyotiğe karşı dirençli olarak bulundu. Bu 
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sonuçlar çalışmada izole edilen E. faecium izolatlarından çoklu antibiyotik direnci 

gösterenlerin probiyotik olarak kullanılabilme potansiyeline sahip olduğunu gösterdi. 

Bu çalışmada izole edilen Lactobacillus spp. izolatlarının %83,3’ü linkomisin 

ve neomisine, %58,3’ü de trimetoprim/sulfametaksazola, %25’i oksitetrasikline ve 

%8,3’ü ampisilin, enrofloksasin ve eritromisine karşı dirençli bulunmuşlardır. 

İzolatların tamamının amoksisilin ve amoksisilin/klavulanik asite duyarlı olduğu 

belirlendi. L. acidophilus izolatlarının ise %44,4’ü ampisiline, %44,4’ü enrofloksasin, 

oksitetrasiklin ve eritromisine, %77,8’i linkomisine, %100’ü neomisine ve %77,8’i de 

trimetoprim/sulfametaksazola karşı dirençli bulundu. İzolatların tümünün amoksisilin 

ve amoksisilin/klavulanik asite karşı ise duyarlı olduğu tespit edildi. Turhan ve 

Erginkaya (2016) tarafından ticari probiyotik örneklerinden Lactobacillus spp. ve L. 

acidophilus suşlarının antibiyotik direnç durumlarını belirlemek için yaptıkları 

araştırmada Lactobacillus spp. izolatlarında vankomisin (%20), tetrasiklin (%20), 

ampisilin (%20), gentamisin (%20) ve siprofloksasine (%80) karşı direnç 

saptamışlardır. Suşların eritromisin, kloramfenikol ve nitrofurantoine ise %100 oranında 

duyarlı oldukları belirlenmiştir. L. acidophilus izolatlarında ise gentamisin (%25) ve 

siprofloksasine (%75) karşı dirençli saptanırken, tüm L. acidophilus izolatlarının 

vankomisin, eritromisin, tetrasiklin, ampisilin, kloramfenikol, ripamfisin ve 

nitrofurantoin’e duyarlı oldukları bildirilmiştir. Lonkar ve ark. (2005) tavuklardan izole 

ettikleri Lactobacillus suşlarında yaptıkları 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 oranında duyarlılık saptamışlardır. İzolatların 

tümünün nalidiksik asite dirençli olduğunu bildirmişlerdir. Karahan ve Çakmakçı 

(1995), civciv kör bağırsaklarindan izole edilen 40 actobacillus spp.’nin 20 farklı 

antibiyotiğe karşı duyarlılıklarını incelemişler ve suşların tamamının amoksisilin, 

ampisilin ve karbenisiline, büyük bir kısmı ise penisilin,  kloramfenikol, eritromisin, 

novobiyosin, rifampisin ve tetrasikline duyarlı bulmuşlardır. Buna karşılık suşların 

tamamında polimiksin B’ye direnç saptamışlardır. Basitrasin, gentamisin, kanamisin, 

nistatin, spektinomisin’e karşı ise %75-92,5 arasında direnç bildirilmiştir. Bu çalışmada 
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izolatlar çoklu antibiyotik dirençliliklerine göre de değerlendirildi. Lactobacillus spp. 

izolatlarının (n=12) 1 tanesinde incelenen antibiyotiklerden hiçbirisine direnç 

saptanmamışken, 2 tanesi 2 antibiyotiğe, 6 tanesi 3 antibiyotiğe, 2 tanesi 4 antibiyotiğe 

ve 1 tanesi 5 antibiyotiğe dirençli olarak değerlendirildi. L.acidophilus izolatlarının 

(n=9) 2 tanesi 2 antibiyotiğe, 1 tanesi 3 antibiyotiğe, 1 tanesi 4 antibiyotiğe, 3 tanesi 5 

antibiyotiğe, 1 tanesi 6 antibiyotiğe ve 1 tanesi 7 antibiyotiğe karşı dirençli 

bulunmuşlardır. Probiyotik olarak kullanım potansiyeli açısından değerlendirildiği 

zaman bu sonuçlar çalışmamızda izole edilen Lactobacillus spp. izolatlarından çoklu 

antibiyotik direnci belirlenmiştir. Çoklu antibiyotik direnci gösteren izolatların 

probiyotik olarak kullanılabilme potansiyeli olduğu kanısına varılmıştır.  

Potansiyel probiyotiklerin belirlenmesi için gerçekleştirilen çalışmaların çoğu 

laboratuvar ortamında inhibitör aktivitenin test edilmesini kapsamaktadır. Bu amaçla 

gerçekleştirilen tüm metotlar, bir bakterinin ürettiği hücre dışı maddenin kendisine ve 

diğer bakterilere karşı oluşturduğu inhibitör etkinin araştırılması prensibine 

dayanmaktadır. İnhibitör aktivitenin in vitro koşullarda test edilmesi  katı besi yerinde 

indikatör bakterilerin gelişiminin engellenme durumunun belirlenmesi esasına dayanan 

in vitro antagonizm testidir (Kesarcodi ve ark., 2008). Bu testte patojenler, aday 

probiyotiklere ya da onların sıvı ya da katı ortamdaki hücre dışı ürünlerine maruz 

bırakılmaktadır. Bu metot ile bir çok probiyotik bakteri belirlenmiş olmasına rağmen, 

bu metodun ticari amaç için kullanımını sınırlayan iki faktör bulunmaktadır. Bunlardan 

ilki, probiyotiklerin etki mekanizmalarının diğer şekillerinin laboratuvarda agar 

kullanımı ile incelenememesidir. Diğer dezavantaj ise, laboratuvarda pozitif olarak 

alınan sonuçların canlı üzerinde etkilerinin belirlenmesi konusunda yaşanan 

başarısızlıklardır. Probiyotik bakteriler in vitro koşullarda antagonistik etkiye sahip 

olarak bulunmasına rağmen, in vivo koşullarda koruyucu bir etki göstermeyebilir. 

Bunun tam tersi de söz konusudur. Bazı bakteriler in vitro olarak etkili bulunmamasına 

rağmen, in vivo koşullarda koruyucu bir etki gösterdiği bildirilmiştir (Kesarcodi ve ark., 

2008). 

Geçmişte probiyotik organizmaların patojen organizmaları inhibe etmesi için 

tek yolun bağlanma alanları için yarış (kompetatif eksklüzyon) olduğu 

düşünülmekteydi. Başlangıçta araştırmacılar laktik asit bakterileri tarafından üretilen 

laktik asitten dolayı bağırsak içeriğindeki düşük pH’ın inhibisyona neden olduğunu 
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düşünmekteydiler fakat daha sonra laktik asit pH’sının tek başına benzer inhibitör 

etkiye sahip olmadığı ortaya çıkmış ve diğer inhibitör metabolitlerin de etkili olduğu 

bildirilmiştir (Garriga ve ark., 1998). Probiyotik mikroorganizmalar, ürettikleri 

bakterisidal ya da bakteriostatik etki gösteren kimyasal maddelerle patojenik bakterilere 

karşı etki gösterirler. Laktik asit bakterileri organik asitler, hidrojen peroksit, 

karbondioksit, asetaldehit, bakteriyosin gibi bir çok antimikrobiyal bileşen üretmektedir. 

Bu bileşenler de bağırsaklarda istenmeyen bakterilerin çoğalma hızını kontrol ederler ve 

mikrofloranın dengede kalmasına olanak sağlarlar (Kuleaşan ve Çakmakçı, 2002). Bazı 

laktobasillerin hidrojen peroksit üreterek, E. coli O157:H7’nin üremesini engellediği 

bildirilmiştir (Ogawa ve ark., 2001). Laktobasillerin oksidasyon redüksiyon 

potansiyelini düşürmek sureti ile patojenlere karşı inhibisyon etkisi gösterdiği 

belirtilmektedir (Montes ve Pugh, 1983; Sogaard ve Jessen, 1990; Mulder, 1991). Son 

yıllarda araştırmacılar L. acidophilus  tarafından üretilen ve E. coli, Salmonella 

typhimurium, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens gibi patojenlere ve 

fungal etkenlere karşı antibakteriyel etki gösteren bileşiklerin var olduğunu rapor 

etmişlerdir (Shahani ve Ayebo, 1980; Fox, 1988; Kim ve ark., 1988). Ayrıca 

araştırmacılar tarafından asidofilin, laktolin, asidolin gibi bileşiklerin Shigella, Proteus, 

Klebsiella, Pseudomonos, Bacillus, Vibrio türlerine karşı in vitro inhibitör etkileri 

olduğu saptanmıştır (Montes ve Pugh, 1983; Dicks, 1993). Enterokoklar tarafından da 

nisin ve diplokokkin adlı antimikrobiyel maddelerin üretildiği bildirilmiştir (Owings ve 

ark., 1960; Mulder, 1991). Laktobasillerin E.coli’ye karşı anti-enterotoksin 

salgıladıkları ve E.coli’nin üremesini önledikleri belirlenmiştir (Sandine, 1979). 

Tavuklarda yapılan bir çalışmada intestinal kanaldan izole edilen 296 farklı laktik asit 

bakterisinin E.coli ve S. enteriditis’e karşı inhibisyonu in vitro koşullarda test edilmiştir. 

Bu laktik asit bakterilerinin 77 tanesinin en az birisine karşı inhibitör metabolit 

salgıladığı ve 35‘inin de her iki patojene karşı da güçlü inhibitör etki gösterdiği 

bildirilmiştir (Garriga ve ark., 1998). Bu çalışmada ishalli tavuklardan izole edilmiş 

olan ve kültür koleksiyonumuzda bulunan patojen E.coli izolatına karşı, tavukların 

barsak mikroflorasından izole edilen bakterilerin antagonistik etkileri Radyal Difüzyon 

yöntemi ile araştırıldı. İzolatlardan hiçbirisinin E.coli’ye karşı in vitro antagonistik etki 

göstermediği belirlendi. Literatür bilgilerinde bildirildiği üzere probiyotik bakteriler in 

vitro olarak etkili bulunmamasına rağmen, in vivo koşullarda koruyucu bir etki 
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gösterebilmektedirler. Dolayısı ile her ne kadar izolatlar E.coli’ye in vitro antagonistik 

etki göstermese de, in vivo olarak ta etkisinin araştırılması gerekliliği kanısına 

varılmıştır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Kanatlı hayvan yetiştiriciliğinde antibiyotik kullanımının oluşturduğu, başta 

antibiyotik dirençli bakteri popülasyonlarının artması gibi, önemli sorunlar nedeniyle 

son yıllarda biyogüvenlik uygulamaları kapsamında güvenle uygulanan yöntemlerin 

başında probiyotik uygulamaları yer almaktadır. Probiyotiklerin akut bir hastalığın 

tedavisinde antibiyotiklerin yerini alması düşünülmese de koruyucu tedavide ve 

hayvanlarda büyümenin teşvik edilmesinde antibiyotiklere alternatif olarak kullanımı 

mümkün görülmektedir.  Bu çalışmada potansiyel probiyotik bakterilerden olan 

Lactobacillus spp. ve E. faecium’un sağlıklı tavuklardan izolasyonu ve izole edilen 

bakterilerin probiyotik olarak kullanılma potansiyelleri araştırıldı. Çalışma sonucunda 

tüm izolatların hidrofobik özellikte olduğu, safra (%0,5-1) ve düşük pH (3 ve 5)’ya 

dirençli olduğu fakat hiçbirisinin E.coli’ye karşı test edilen koşullarda etkili olmadığı 

belirlendi. E.faecium izolatlarından 8 tanesi 8 antibiyotiğe, L.acidophilus izolatlarından 

1 tanesi 7 antibiyotiğe ve L.acidophilus haricindeki Lactobacillus spp. izolatlarından da 

1 tanesinin 5 antibiyotiğe dirençli olduğu saptandı. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda 

8 E.faecium, 1 L.acidophilus ve 1 L.acidophilus haricindeki Lactobacillus spp. 

izolatının probiyotik olarak kullanılabilir özellikte olduğu düşünüldü.  

Probiyotiklerin kanatlı hayvan yetiştiriciliğinde koruyucu, tedavi edici, gelişimi 

arttırıcı olarak etkin bir şekilde kullanılabilmesi için, probiyotiklerin üretiminden karma 

yemde kullanımına kadar olan her aşamada pek çok unsura dikkat edilmelidir. 

Probiyotiklerin yeme katılması ve depolanması esnasında uzun süre canlılıklarını 

koruyabilmelerinin sağlanması ve diğer yem katkı maddeleri ile birlikte kullanılma 

olanaklarının araştırılması ve bu araştırma sonuçlarının da pratiğe aktarılması 

gerekmektedir.  

Kanatlı hayvan yetiştiriciliğinde kullanılmakta olan karma yemlerde probiyotik 

kullanımıyla çeşitli çalışmalar bulunmaktadır fakat yapılan çalışmalarda kullanılan 

bakteriler standart bakterilerdir. Tüm dünyada kullanılmakta olan bu bakteriler yerine, 

yerel ya da ulusal suşlarla çalışmalar yapılması ile etkinliğin artacağı düşünülmektedir. 

Bu çalışmada elde edilen ulusal düzeydeki bakteriler ile etkinliğin in vivo ortamda da 

araştırılması gerekmektedir. Hedef hayvan üzerinde bu bakterilerin bağırsaktaki 

mukozal yüzeylere kolonizasyonu, çeşitli patojenlere karşı antogonistik aktivitenin ve 
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immün sistemin aktivasyonundaki rolünün belirlenmesi üzerine yapılacak daha ileri 

çalışmalar, izolatların probiyotik olarak kullanım potansiyelini ortaya çıkaracaktır.  
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