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oz

Bu ¢alismada, Ankara ilinin farkli bolgelerinden temin edilen serbest dolasan kéy tavuklarinin gastrointestinal
sisteminden [actobacillus cinsine ait 119 bakteri izole edilmistir. Yiksek ekzopolisakkarit (EPS) tretim
kapasitesine sahip 11 izolat secilmistir. Secilen izolatlarin biyokimyasal ve molekiler tanimlamalatt
gerceklestirilmis ve tanimlama sonuglatina gore 6 izolatin Lactobacillus salivarins, 2 izolatn I actobacillus agilis, 2
izolatin Lactobacillus reuteri ve 1 izolatin da Lactobacillus saerimmeri oldugu tespit edilmistir. Yiksek EPS treten
3 susun (L. salivarins ZDM2132, BIS312 ve BIS722) EPS’leri kiiltiir ortamindan izole edilerek liyofilize
edilmistir. Bifidobacterinm gallinarmm ATCC 33777 susunun, L. salivarius ZDM2132, BIS312 ve BiS722
bakterilerden elde edilen liyofilize EPS’yi (I-EPS) fermente edebilme kapasitesi ve bifidobakterilerin
gelisimini diizenleyici (BGD) etkileri ticari bir prebiyotik olan inilin ile karstlastilmustir. 1-EPS’lerin B.
gallinarum tarafindan fermente edildigi ve intilinden daha iyi bir BGD etkisi g6sterdigi gézlemlenmistir.
Anahtar kelimeler: Gida endistrisi, Ekzopolisakkarit, Prebiyotik, Bifidobakteriletin Gelisimini Diizenleyici
(BGD) etki, Endisttiyel biyoloji.

DETERMINATION OF THE LYOPHILIZED EXOPOLYSACCHARIDES (L-
EPS) OF LACTOBACILLUS BACTERIA BIFIDOGENIC GROWTH
STIMULATOR EFFECT

ABSTRACT

In this study, 119 bacteria belonging to the genus Lactobacillus were isolated from the gastrointestinal
system of free-range village chickens obtained from different regions of Ankara. 11 isolates with high
exopolysaccharide (EPS) production capacity were selected. Biochemical and molecular identification
of the selected isolates was performed and according to the identification results, it was determined
that 6 isolates were Lactobacillus salivarius, 2 isolates were Lactobacillus agilis, 2 isolates were Lactobacillus
renteri and 1 isolate was Lactobacillus saerimner. EPS of 3 strains producing high EPS (L. salivarins
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L-EPS’lerin BGD etkisi

ZDM2132, BIS312, and BIS722) were isolated from the culture medium and lyophilized. In the study,
the ability of Bifidobacterium gallinarnm ATCC 33777 strain to ferment lyophilized EPS (I-EPS)
obtained from L. salivarius ZDM2132, BIS312 and BIS722 bacteria were determined. In addition, the
effects of I-EPS the bifidogenic growth stimulator (BGD) were compared to inulin that a commercial
prebiotic. I-EPSs are fermented by B. gallinarnm and have been shown to show a better BGD effect

than inulin.

Keywords: Food industry, Exopolysaccharides, Prebiotic, Bifidogenic Growth Stimulator effect,

Industrial biology.

GIRIS
Diinyadaki temel sorunlardan biri ve belki de en
onemlisi, insan beslenmesidit. Bu nedenle, bitki
ve  hayvan  kaynaklanmnin  iyi  sekilde
degerlendirilmesi  gerekmektedir. Bu amaca
ulagsmak icin hayvanlardan maksimum ve en
ckonomik verimi saglamak, bagka bir ifadeyle,
yemden yararlanmayr artirmak icin  gesitli
yontemler gelistirilmis ve gelistirilmeye devam
edilmektedir. Siirekli biyiime gosteren kanath
sektorinde bazi stres faktorleri, hastaliklar ve
diger olumsuz ¢evresel kosullar nedeniyle ciddi
eckonomik kayiplar meydana gelebilmektedir.
Hem kayiplarin azaltlmast hem de verimin
artirllmasina ~ yonelik  olarak  daha  ¢ok
antibiyotiklerden yararlamlmaktadir (Ibrahim vd.,
2019).  Ancak  yemlerde  antibiyotiklerin
kullanilmast, insan ve hayvanlarda direncli bakteri
gelisimine sebep olmast ve kanatlt etinde kalintt
birakmast nedeniyle AB tlkelerinde
antibiyotiklerin hayvansal Uretimde kullamilmasi
yasaklanmigtit. Antibiyotik kullaniminin
hayvanlar Uzerinde yasaklanmasi ile kanatlt
endstrisi isletmecileti ve saglkli Griin arayisinda
olan tiketiciler bilim insanlarint bir arayisa
strtkleyerek alternatif maddelerin tretimine dair
yeni calismalara yonlendirmistir (Toghyani ve
Faghan 2017; Tayeri vd., 2018). Kanatlt hayvan
endistrisinde tim dinyada antibiyotikli biiyiime
destekeilerinin kullantmina  yonelik yasaklardan
dolay1 antibiyotikli yemlere alternatiflere artan bir
ihtiya¢ dogmustur. Prebiyotik, probiyotik ve
bunlarin  sinbiyotik  olarak  kombinasyonu
alternatif olarak kabul edilmektedir (Gadde vd.,
2017). Mikrobiyal prebiyotiklerin antibiyotikli
yemlere ve bitkisel kaynakhi prebiyotik katki

maddelerine alternatif olarak tercih edilme
nedenlerinin  bagirsakta yer alan  yararh
mikroorganizmalarin  sayisim  artirmalarindan
dolayidir. Probiyotiklerin tercih nedeninin ise
bagirsak mikrobiyotasindaki hastaliklari

engellemesi  veya azaltmasi, antibiyotiklerle
bozulan bagirsak biyotasinin dengesini yeniden
kurmasidir (Shao vd., 2015; El-Shall vd., 2020).

Beslenme ve saglik acisindan sindirim  sistemi
mikroorganizmalarinin ve bu
mikroorganizmalarin aktivitesini ve/veya
gelisimini secici olarak uyaran ve bagirsakta
enteropatojen olmayan bakterilerin
kolonizasyonunu kolaylagtiran, konaket sagligini
olumlu ybnde etkileyen, fermente olabilen
prebiyotiklerin kanatlt hayvanlar icin yararh ve
saglkli ~ bir  mikrobiyota olusturduklart
bilditrilmektedir (Chen vd., 2017). Kanatlilarin
bagirsak mikrobiyotasinda saglhgr iyilestirme
Ozellikleri, tavuklarda verim ve performans
Ozelliklerini arttirmalarindan dolayt prebiyotikler,
son vyillarda yem katki maddesi olarak
kullantlmaktadir (Caly vd., 2015; El-Shall vd.,
2020). Iniilin, GOS, FOS ve ksilo-oligosakkaritler
gibi prebiyotikler bagirsak mikrobiyotasint uyaran
ve sindirilemeyen oligosakkaritlerdir. Bagirsak
mikrobiyatasinda dogal olarak bulunan ve asil
yerlesim  yerleri  kalin = bagirsak  olan
bifidobakteriler, sindirilemeyen bu kompleks
oligosakkaritleri en kiicik yapt taslart olan
monosakkaritlere pargalarlar ve prebiyotikleri
enerji kaynagt olarak kullanirlar (Hidalgo vd.,
2017).

Bu calisgmada, tavuklarda dogal gastrointestinal
mikrobiyota elemani olan laktobasil cinsi
bakterilerin izole edilmesi, kultir ortaminda
yuksek EPS tretim yetenegine sahip izolatlarin
secilerek tanimlamalarinin yapilmasi
hedeflenmistir. Ayrica yitksek EPS tireten 3 susun
(L. salivarins ZDM2132, BiS312 ve BIiS722)
liyofilize EPS’lerin, EPS’lerin prebiyotik olarak
degerlendirilmesinde kullanilan kriterlerden biri
olan, B. gallinarum gelisimi tizerine etkisinin ortaya
konulmast amaglanmustir.
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MATERYAL VE YONTEM

Bakteri Izolasyonu ve Fenotipik
Karakterizasyon

Calismada, izolasyon materyali olarak Ankara
ilinin 4 farkli bolgesinden (Yenikent, Sogulcak,
Yatsioren, Beypazar) temin edilen 29 farklt
serbest  dolasan  kdy  tavugu  bagirsagi
kullandmistir.  Tavuklarda izofluran anestezisi
kullanilarak 6tenazi uygulanmis, ardindan servikal
dislokasyon yapilarak bagirsaklar aseptik olarak
ctkarlmis, steril plastik torbalara konulmus ve
hemen mikrobiyal analiz icin laboratuvara
getirilmistir.  Aseptik  kosullarda laboratuvara
getirilen bagirsaklarin her birinden 10 g alinmis ve
MRS (de Man, Ragosa Sharpe) stvi besiyerinde (40
ml) zenginlestirilmistir. Aerobik sartlar altinda
homojen c¢alkalama ile 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 900 pl’lik
hazirlanan fizyolojik su icerisine 6rnekten 100 pL
ilave edilerek farkli dilisyonlart hazirlanmistir.
Ornekten  hazitlanan 104, 105  ve 10
dilisyonlarindan MRS kati besiyerine ekimler
yaptlip 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda besiyerlerinde gelisen beyaz
ve kremsi koloniler secilmistir. Saf kultuftler,
Gram boyama, hiicre morfolojisi, katalaz ve
koagtilaz reaksiyonu ile LAB olarak karakterize
edilmistir. Gram pozitif, katalaz ve koagiilaz
negatif izolatlar secilmis ve -20°C’de %28 gliserol
(Merck) iceren MRS  sivi besiyerlerinde
saklanmistit. Stok kultiitler her kullanimdan 6nce
MRS besiyerinde iki kez alt kiltitleme ile
aktiflestirilmistir (Reuben vd., 2019).
Izolatlarin  Biyokimyasal ve Molekiiler
Karakterizasyonu

Tavuklarin GIS den 119 Lactobacillss cinsine ait
119 bakteri izole edilmistir; kiiltir ortaminda EPS
tretim  kapasitesi tespit edilen  (sonuglar
verilmemistir) ve yuksek EPS ureticisi 11 izolat
tanimlanmak amaci ile secilmistir. Elde edilen 11
izolatin farkl sicakliklarda (15, 30, 45 ve 50°C),
farkll tuz oranlarinda (%2, %4 ve %0.5), farkl
pHlarda (3.5, 4.5; 85 ve 9.5) gelisebilme
yetenekleri ve glikozdan gaz olusumu incelenerek
6n tanumlamalan ile cins bazinda ayrimlarn
saglanmustir. Ayrica izolatlarin seker
kullanimlarini belirlemek icin API 50 CHL test
kitinden (BioMérieux, Marcy I’Etolie France)

yararlanilmistir.  Izolatlarin  API  sonuglarinin
degerlendirilmesi, API WEB (INTSYSpc 2.0)
programinda standart ATCC suslarinin API
sonuglart ile karsilastirlarak yapilmistir.

Izolatlarin genomik DNA  izolasyonu, MRS

besiyerinde  37°C’de  18-20 saat  uretilen
kiltirlerden  ticari DNA  izolasyon  kiti
(Fermentas, K0512) kullanilarak

gerceklestirilmistir. Izole edilen genomik DNA
molekiillerinin saflik kontroli 260/280 ve 230
wl’deki absorbanslari dikkate alinarak 260/280 ve
260/230 oranlari ile belirlenmistir. Izole edilen
DNA’lar kullamlmak tzere -20°C’de muhafaza
edilmistir. Yaklastk 1500 b¢’lik 16S rRNA gen

dizilerinin  ¢ogaltuldigt  polimeraz  zincir
reaksiyonu, bakterilerin 16S tRNA gen bolgesine
spesifik olan 27F ileri (5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ve 1492R
geri (5-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3
primetleri kullamlarak gerceklestirilmistir. PZR
reaksiyonu i¢in 1 6rnege toplamda 50 pL. olacak
sekilde 5 pl. genomik DNA, 5 pL 10xKCl
reaksiyon buffer, 5 pl. MgClz (25mM), 27 L steril
dH»0, 1.5 pL ileri primer (10 mM), 1.5 uL geri
primer (10 mM), 1 pl. ANTP karisimi (her biri 2
mM), 4 ul. Taq DNA polimeraz (Fermentas,
Thermo Fisher Scientific, ABD) hazirlanmistir.
Bu karisim Veriti™ Thermal Cyler cihazi (Applied
Biosystems) kullanilarak; 4 dakika boyunca
94°C’de, 45 saniye 35 dongide 94°C’de
denatirasyon, 45 saniye 59°C’de baglanma, 1
dakika 72°C’de uzama ve 5 dakika 72°C’de son
uzamast gerceklestitilmistir. PCR drtnleri, 100
b¢’lik marker kullanilarak % 1.5°luk agaroz jel
elektroforezinde 70  V’da  25-3  saat
yaratilmastar. PCR  drinlerinin - molekiler
agithiklars,  Bio—Rad  gérintileme  sistemi
yardimiyla  hesaplanmstir.  16S  tRNA  gen
bélgesinin baz dizisini belirlemek amaciyla ift

yonli  dizi analizi  Ref-Gen  Biyoteknoloji
merkezinde hizmet alimt seklinde
gerceklestirilmistir.  Analiz  sonuglart  blast

fonksiyonu ile NCBI (National Center for
Biotechnology Information) DNA Gen Bankasi
verilerinde karsilastirlarak molekiler
tanumlamalar yapilmustir.
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Lactobacillus Suglarindan EPS Izolasyonu
Bakterilerinden EPS  izolasyonu, Tsuda ve
arkadaglarinin  (2008) kullandigi metotta bazi
modifikasyonlar  yapilarak  gerceklestirilmistir.
Aktif bakteriler Den-1 cihazinda (Densitometer,
bioSan, Australia) McFarland 7 bulaniklik
degerine ayarlanarak standart bir bulaniklik degeri
olusturulduktan sonra, 800 mL. MRS besiyerine
%2 oraninda astlanmis ve 37°C’de 48 saat inklbe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra 95°C’de sicak su
banyosunda 10 dk. benmari usulii 1sitilmugtir. Oda
sicakhigina  gelen  6rnekler, %4  oraninda
trikloroasetik  asit (%80 TCA-Sigma) ile
homojenize edilip, santrifiij edilmistir. Filtratlarin
tzerine hacmin G¢ kat1 kadar soguk %96k etanol
ilave edilip 1 gin boyunca +4°C’de bekletilmistit.
Ardindan  tekrar santrifiij edilerek EPS’nin
presipite olmasi saglanmistir. Elde edilen EPS’ler
steril  distile  suda  ¢6zindukten  sonra,
liyofilizasyon tlplerine (vial) aliup bir gece -
80°C’de bekletilmis ve EPS’ler liyofilizator
cihazinda (Christ alpha 2-4 LD plus, Germany),
dondurulup kurutularak toz haline (I-EPS)
getirilmistir.

I-EPS’lerin  Bifidobakteriler
Fermente Edilmesi
Bifidobacterium gallinarum ATCC 33777 susunun 1-
EPS’yi fermente edip edemedigini arastirmak icin,
Bifidus Selective Medium (BSM) besiyerinde
bulunan glikoz ¢ikarilmis ve yerine ayni oranda
yiksek EPS tretim yetenegine sahip olan L.
salivarins ZDM 2132, BIS 722 ve BIS 312
su§1ar1ndan elde edﬂen a—EPSZD1\12132, I—EPSBisnz
ve I-EPSgiss12) 1-EPS’ler eklenmistir. B. gallinarum
ATCC 33777 McFatrland 7 bulamklilik degerine
ayarlanmis ve modifiye besi yerine %2 oraninda
astlanarak, 37°C’de ve %10 CO’li inkiibatérde
(Panasonic, Japon) 24 saat inkiibasyona
birakidmistir  (Tsuda vd., 2008). Inkiibasyon
sonucunda kiltirlerin - canlilk degetleri seri
dilisyonlar yapilarak log kob/mL cinsinden
hesaplanmistir.

Tarafindan

I-EPS’lerin Bifidobakter Gelisimini
Diizenleyici (BGD) Etkisinin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda (%2.5, %5 ve %10) 1-
EPSzpm2132,  1-EPSgis722 - ve  1-EPSgissi2’lerin
bifidobakteri gelisimini diizenleyici (BGD) etkisi

belitflenmistir. Glikozu tamamen c¢ikarilmis ve
icerisinde ayrt ayr1 %2.5, %5 ve %10 oranlarinda
I—EPSZDM2132, I—EPSBjsuz ve l—EPSBjs312 bulunan 5
mL  steril BSM besiyerlerine, McFarland 7
bulamklik degerindeki B. galinarum ATCC 33777
%2 oraninda astlandiktan sonra 37°C’de ve %10
CO2li inktbatérde (Panasonic, Japon) en iyi
gelisim stresi olan 24 saatte inkiibasyona
birakidmustir.  Negatif  kontrol —olarak  steril
glikozsuz BSM besiyeri, pozitif kontrol olarak
aynt oranlarda ticari bir prebiyotik olan inilin
kullantlmsstir. Inkiibasyon sonunda kiiltiitlerin
canlilik degerleri seri dilisyonlar yapilarak koloni
sayim formiliine gore log kob/mL cinsinden
hesaplanmustir.

SONUC VE TARTISMA

Gastrointestinal sistem (GIS) bir sindirim sistemi
organt olmastnin yaninda bastan sona lenfoid
doku niteliginde olan mukozast ile en biyik
bagisiklik sistemi organudir (Bai vd., 2016).
Organizmalarda bagirsak mikrobiyotasinin yapisi
beslenme, hastalik, cevresel faktotler, antibiyotik
tedavisi gibi nedenlere bagli olarak degismektedir.
Saglikli  bir  mikrobiyota  bagirsak  epitel
hticrelerinde  olusturdugu  bariyer sayesinde
organizmayi, tiketilen besinler araciligi ile alinan
patojen  bakterilerden  ve  antijenlerinden
korumaktadir. GIS mikrobiyotasinin ~ dengesi
patojenler, antijenler, oksidatif stres, radyasyon

vb. faktérlerle bozuldugu zaman, normal
mikrobiyotanin  olusturdugu batiyer ortadan
kalkmakta ve mikrobiyota dengesi patojen

mikroorganizmalar lehine kaymaktadir. Bunun
sonucu olarak, bagirsak faaliyetletinde bozulma,
toksin olusumu, kanser, karaciger rahatsizliklar ve
bagirsak enfeksiyonlart ortaya cikabilmektedir
(Alloui vd., 2013). Tavuk sindirim sisteminde
insanda da oldugu gibi birbirinden farkli birkag¢
yiz bakteri vardir ve bu mikroorganizmalar
bagirsak  mikrobiyatasimt  olusturmaktadirlar
(Apajalahti vd., 2004; Han vd., 2016). Konagin
sagliklt bir sekilde yasamina devam edebilmesi i¢in
bu mikrobiyotadaki yararli ve zaratlt bakterilerin
denge icinde olmasi gerekmektedir (Baldwin vd.,
2018).

Endustriyel uygulamalarda arastirmalarin en temel
amact kullanidacak bakterilerin  secimidir. Bu
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nedenle kullanilacak izolatlarin tanimlanmasinda
dogru, belirgin ve spesifik olarak ayrim saglayan
givenilir yontemlerin secilmesi gerekmektedir
(Kiran ve Osmanagaoglu, 2011). Bu ¢alismada 29
adet tavugun gastrointestinal sisteminden 119
bakteri izolasyonu yapilmstir. Izolatlarin 8%
Yenikent (%7), 151 Sogulcak (%14), 281
Yatsioren (%26), 9u Beypazart (%8) ve 49’u
Calta’dan  (%45) elde edilmistir. Daha sonra
izolatlarin  kiltir ortamindaki EPS  iretim
kapasiteleri tespit edilmis (sonuglar verilmemistir)
ve izolatlar arasindan yiksek EPS iretme

kapasitelerine gére 11  bakteri  secilmistir.
Izolatlarin saf kiiltiirleri elde edildikten sonra ilk
olarak Gram boyama, mikroskobik morfolojisi ve
katalaz testi yapilmustir. Daha sonra izolatlarin
cins  diizeyinde  tanimlanmast  amaciyla
biyokimyasal ve fizyolojik testler uygulanmustir.
Cubuk seklindeki izolatlarin tanimlanmasinda;
glukozdan gaz olusturma, farkh sicaklik (15, 30, 45
ve 50°C), tuz (%2, %4 ve %06.5) ve pH (3.5/ 4.5/
8.5 ve 9.5)°da gelisebilme ve katalaz testlerinden
yararlanilmistir. Sonuglar Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Izolatlarin biyokimyasal tanimlamalart
Table 1. Biochemical definitions of isolates

=
g = 5 N 0 [Te} [Tg} [Te} = L 9 L v L o Y o
T | T ES ||| 2|2 |0 | S0 |80 |SE|SE|SE|SE
= -~ S B S N < I = P &~ Q @ O @ O %
2 C |l 0L | S|EZ|Z | T |3 |z |2Z2|¢€z2 | %5 | 2% | %5 |S%
X = s N o o o o S B X — &0 & & < &0 n o
-
S S S S S
g o 3 Elm [ w | n ] m ~ ~ ~ | S0 | S0 |80 | 80U
SIS R SN R SN NS IR SR IV S D P PR P
2 |9 S |SIE|E|R|E|TZA |72 | S2 |32 | TR | Y9 |8
= 5 3 3 3 R
O Q Q Q Q
ZDM
HO S| % L . . _
2132 B " * * *
312 | HO . e T I - . . . | . .
722 | HO . e T S . + . . | .
721 | HO . N T S S . . . . . .
731 | HO . N T S S . . . ., . .
911 | HO . N T S S . . . . . .
713 | HO . N T S S . + . . . .
612 | HO N N T S S . . . . N .
412 | HO N N T S S . . . . N .
717 | HO . e T B - . B, . N . .
820 | HO . e T B - . B, . N . .

HO: Homofermantatif
HE: Heterofermantatif
+ Gelisme iyi
-1 Gelisme yok

+: Gelisme az

HO: Homofermantative
HE: Heterofermantative
+: Good improvement

: No improvement

+: Little improvement
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Bakterilerin karbohidrat fermantasyon
karakterizasyonu  hakkinda  bilgi  saglayarak
tantmlamay1 kolaylastiran API (Analytical Profile
Index) sistemi, laktik asit bakterilerinin tir
diizeyinde belirlenebilmesi amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Kiltiderin - tir — diizeyinde
belirlenebilmesi amactyla API 50 CHL test
kitinden (BioMérieux, Marcy I’Etolie Fransa)
yararlanilmistir. API 50 CHL test kitinden alinan
sonuglar, ‘APl Tanimlama Yazilim® (API Lab
Plus ProGram, BioMérieux, Fransa) programinda
degerlendirilerek,  izolatlar  tir  diizeyinde
belirlenmistir. Izolatlarin %9’u L. affinolactis, 018’1
L. acidophilus, %0271 L. fermentum ve %046’st L.
salivarins olarak tanimlanmistir.

LAB tamimlamasinda cins ve tiir bazinda ayrimi
icin halen kullanilan ve yorumlamast zor, zaman
alic1 ve daha az ayrim giiciine sahip olan fenotipik
yontemlerin yerine molekiler yéntemler tercih
edilmektedir (Bennani vd., 2017). Calismamizda,
tir ve alt tir dizeyinde tanimlama yapan API
testinin sonuglart ile biyokimyasal tamimlama
testlerinin sonuclar arasinda bazi uyumsuzluklar
oldugu goriilmis ve bu durumun API testinde
yapilan tamimlamalarin dasiik oranda (%090’nin

tantmlamalar halen 6nemli bir rol oynasa da
yorumlamast olduke¢a zor ve zaman alicidir. Bu
yontemler molekiiler yontemlere gbre daha az
ayrim giicine sahip olduklarindan calismamizda,
11 izolattn molekiler tanimlamalan yapilmistir.
Bakteriler 16S rRNA dizi analizinden elde edilen
baz siralarinin NCBI BLAST veri tabanindaki
sonugclarina gore; 11 izolattan 6’st L. salivarins, 2’s1
L. reuteri, 2’si L. agilis ve 1’1 L. saerimmeri olarak
tanimlanmustir. APl ve molekiiler tanimlama
sonuglarinda, yalniz 4 izolatta benzer sonuglar
elde edilitken 7 izolat icin farkl thtler
tanimlanmustir (Cizelge 2). Kobierecka vd (2017),
64 tavugun gastrointestinal sisteminden toplam
107 Lactobacillus sp. izole etmisler ve molekiler
tanimlama sonucuna gore L. salivarius (%068) ve L
agilis (%012) tirlerinin diger Lactobacillus tirlerinde
gore daha yaygin oldugunu bildirmislerdir. Benzer
bir calismada, tavuktan izole edilen 46 izolat L.
salivarius (0£=15), L. jobnsonii (0n=11), L. crispatus
(n=5), L. ingluviei (n=5), L. reuteri (n=5), L. oris
(n=2) L. saerimmeri  (0n=3)  olarak
tanimlamiglardir  (Madej vd., 2015). Yapilan
calismalar bizim calismamizt destekler nitelikte
olup, tavuklarin mikrobiyotasinda L. salivarius
tiriiniin baskin oldugu gérillmektedir.

ve

alt)  olmasindan  kaynaklandigi  seklinde
yorumlanmistir.  Fenotipik ve  biyokimyasal
Cizelge 2. Tzolatlarin API ve molekiiler tanimlamalart
Table 2. API and molecnlar definitions of isolates
g S =< < = 'é
5 5 £ <5 | SEZ® E g
i3 E S ES | 52% s ES | s e
<3 SSE | sET | £ | sER ©.2 g
= 3 PSS RS s BN =R ~ g
S2 = 3 €3 | Sg53 e = 8
=3 S | 25ER S} >

ZDM 2132 | L. salivarins 99.9 L. salivarius 99 CP017107.1 1.98
BIS 312 L. salivarins 99.9 L. salivarius 99 CPO17107.1 1.92
BIS 412 L. affinolactis 98.2 L. salivarius 99 CPO17107.1 1.90
BIS 713 L. fermentum 93.9 L. salivarius 97 FJ751783.1 1.75
BIS 722 L. salivarins 87.0 L. salivarius 99 KP090132.1 1.89
BIS 820 L. salivarins 99.0 L. salivarius 99 CP017107.1 1.98
BIS 612 L. acidophilus 99.8 L. reuteri 99 JF927773.1 1.83
BIS 731 L. fermentum 89.7 L. reuteri 99 1.C163917.1 1.83
BIS 717 L. sfermentum 96.0 L. saerinmeri 99 KU991812.1 | 2.00
BIS 721 L. salivarins 88.1 L. aglis 99 KP979478.1 1.92
BIS 911 L. acidophilus 90.7 L. agilis 98 AB911458.1 1.95
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Probiyotik ve prebiyotikler gerek saglikli bir
gelisme  gerekse  hastaliklarin  tedavisinde
antibiyotiklerin yerine, dogal biyolojik triinleri
destekleyici alternatif trinler olarak kullandabilir
(Clavijo  vd.,, 2017). Fermente olabilen
prebiyotikler, kiimes hayvanlannin ~ GIS’de
mikrobiyal poptlasyon tyelerinin sayiarini ve
urettikleri metabolitlerini arttirmakta ve konaket
sagligint desteklemektedirler. Kimes
hayvanlarinin GIS saglhgini gelistirmek icin son
yillarda  tavuklarda  yem  katkist  olarak
prebiyotiklerin  kullanilmasi  hiz  kazanmistir
(Tayeri vd., 2018; Baldwin vd., 2018).
Prebiyotiklerin 6neminin artmasindan dolayi, bu
calismada laktobasillerden elde edilen I-EPS’lerin
prebiyotik  katkt  olarak  kullanilabilirliginin
arastirtlmast icin 1-EPS’lerin  (-EPSzpwm2132, 1-
EPSgpis722  ve  1-EPSpiss12)  bifidobakteriler
tarafindan fermente edilme yetenekleri ve
bifidobakterilerin gelisimini dtzenleyici (BGD)
etkisi, ticari bir prebiyotik olan indlin ile
karsilastirilarak incelenmistir.

Bir besin  bileseninin  prebiyotik  6zellik
tastyabilmesi i¢in sindirime direngli olmast, kolon
mikrobiyota  bakterileri tarafindan  hidrolize

edilmesi, bir veya kisitlt sayida olmak tzere daha
cok bakterinin cogalmasini uyarmasi, konak¢inin
sagligr tzerinde olumlu etkileri olmast gibi
Ozellikleri tagtmast beklenmektedir (Shang vd.,

2018). EPS’lerin prebiyotik etki gdstermesinde,
bagirsak mikrobiyotast icin Bifidobacterium sp. gibi
yararli bakteriler tarafindan fermente edilmesi
gerektigi bildirilmektedir (Korakli vd., 2002; Badel
vd., 2011). Bu amacla bu calismada I-EPSzpap132,
1-EPSgis722 ve 1-EPSsissi2 B. gallinarum ATCC
33777 sugu tarafindan fermente edilebilme 6zelligi
arastinlmustr. B, gallinarum ATCC 33777 susu
karbon  kaynag (glikoz) cikarlmis BSM
besiyerinde her t¢ 1-EPS’yi (I-EPSzpa2i32, 1-
EPSgis722  ve I—EPSBisan) 51ra51yla 8.55 10g
kob/mL, 8.45 log kob/mL, 8.76 log kob/mL
kullanarak BSM  besiyerine gore (kontrol)
gelisimlerini arttirmuglardir (8.0 log kob/mL). B.
gallinarnm  ATCC 33777 susu, ticari olarak
kullantlan intlini de karbon kaynagt olarak
kullanmistir (8.02 log kob/mL) (Cizelge 3). Ancak
calismamizda kullandigimiz bakteri kiiltirlerinden
elde edilen 1-EPS’letin B. gallinarun’un gelisimini
daha ¢ok arttirdigt belirlenmistir. Salazar ve
arkadaglart (2010) ise bazt bifidobakteri suslarinin,
karbonhidrat modifiye enzimleri aracihigr ile
mannoz  igeren  polisakkaritleri  fermente
edebildiklerini tespit etmislerdir. Calismamizda, B.
gallinarnmun G¢ 1-EPS’yi de ticari ve bitki kaynaklt
prebiyotik olan iniline gbre daha iyi bir sekilde
fermente edebilmesinden dolayt tavuklarda yem
katkist olarak kullamilabilecegini distindirmistur.

Cizelge 3. B. gallinarnm ATCC 33777 susunun I-EPSzpap132, -EPSsis722 ve I-EPSpis312 ve iniilini fermente
edebilme kapasitesi
Table 3. B. gallinarnm ATCC 33777 strain to I-EPS zpy2132, -EPSBis722 ve I-EPSBis312 and mnlim: fermenting capacity

Canlilik sayist

Besiyeri Igerigi o

(Media Content) %Z;ngb};ﬁzﬁ?

BSM=» 8.00 £ 0.2

C-BSMP 6.20 £ 0.2
Bifidobacterinm gallinarnm ATCC 33777 }:Eggiziljzc zig i 8;

1-EPSgis72:¢ 8.76 £ 0.2

[nulind 8.02+13

a; BSM besiyeri.

b; Glikozu ctkartlmis BSM besiyeri.

¢c; Glikozu ¢tkarilmis BSM besiyetine %2 oraninda I-EPS ilavesi ile hazirlanmustir.
d: Glikozu ¢ikarilmis BSM besiyerine %2 oraninda iniilin ilavesi ile hazitlanmustir
a; BSM media.

by Glucose-removed BSM media.

¢ Prepared by adding 2% 1-EPS to the glucose-removed BSM medinm.

d: Prepared by adding 2% innlin to glucose-removed BSM mredinm.
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Bagirsak mikrobiyotasinda bulunan
bifidobakterilerin intestinal alanda bir¢ok yararlt
etkisi oldugundan gastrointestinal sistemdeki
sayistin ~ ve  yararlt  Ozelliklerinin  artisimin
saglanmasi icin bugiine kadar laktuloz, frukto-
oligosakkaritler, galakto-oligosakkaritler, soya
oligosakkaritleri, izomalto-oligosakkaritler, gluko-
oligosakkaritler ve inilin ile ilgili aragtirmalar
yapilmistir. Bu karbonhidratlar bifidobakteriler
tarafindan secici olarak fermente edilmekte ve
bifidogenik aktivite géstermekteditler (Wang vd.,
2015; Tarabees vd., 2018; Wang vd., 2020).
Sarikaya vd (2017) bu oligosakkaritlere alternatif
olarak, laktik asit bakterilerinden elde edilen
EPS’lerin bagirsak mikrobiyotast i¢in yararlt olan
bifidobakterilerin ~ gelisimini diizenledigini
bildirmislerdit.

Probiyotik bakterilerden elde edilen 1-EPS’lerin,
prebiyotik olarak kullamulabilmesi icin 6ncelikle
bagirsak mikrobiyotasinda yaygin olarak bulunan
ve faydali bir bakteri cinsi olan bifidobakterilerin

gelisimini  dizenlemesi  gerektiginden,  bu
(;a11§mada I—EPSZDMz132, 1—EPSBI's722 ve 1-
EPSgissiz’lerin - BGD  etkisinin  ne  dizeyde
etkiledigi ~ ortaya  konulmaya  caligtlmustir.

Besiyerinde bulunan glikoz yerine, %2.5, %5 ve
%10 oraninda I—EPSZDMzmg, I—EPSBI'snz ve -
EPSgissiz’ler  ilave  edilmistir.  Bifidobakterin
gelisimi artan 1-EPS konsantrasyonlarinda kontrol
besiyerine (BSM) gbre 6nemli Slgiide arttirmustir
(Cizelge 4). En yiksek BGD aktivitesi %10 1-
EPSgis722li kiiltlir ortaminda tespit edilmistir (11.2
log kob/mL). Kultir ortamina %10 oraninda I-
EPSgis722’li ilave edildiginde B. gallinarum ATCC
33777 susunun canliligr %40 artmusur. 3 L.
salivarius susundan da elde edilen 1-EPS’ler en
disiik konsantrasyonda (%2.5) dahi bitkisel
kaynakli ticari bir prebiyotik olan inilinden daha
yiksek BGD etkisi gOstermistir. Yonezawa ve
arkadaslart 2010 yilinda yaptiklan ¢alismada, 19 L.
lactis spp. susunun Bifidobacterium longum BB536
susuna olan etkisini incelemisler ve hiicre duvart
baglantilt proteinaz enzimine sahip olan suslarin
bifidobakteri gelisimini arttugini bildirmislerdir.

L. salivarins suglarindan elde edilen 1-EPS’lerin
bifidobakterilerin ~ gelisimini  6nemli  Slgiide
artirmis  olmast ve tavuklarda ticari olarak

kullanilan bitkisel kaynakl iniline kiyasla ¢ok daha
yiksek olmast nedeniyle, tavuklarda prebiyotik
yem katki maddesi olarak degerlendirilme
potansiyeli bulunmaktadir.

Qizelge 4. I—EPSZDMQ132, I—EPSBisnz ve 1-
EPSBIS312letin B. gallinarnm ATCC 33777
susunun gelisimini diizenleyici etkisi
Table 4. The regulatory effect of -EPS zpa132, -
EPSis720ve -EPSBIS312's development of strain B.

gallinarnm ATCC 33777
B. gallinarum ATCC 33777
(log kob/mL)
Kontrol
(Controb? 8.0+ 0.0
C-BSMP 58+0.2
1-EPSzpM2132
(v%):
2.5 9.6 £0.1
5 9.7+0.1
10 9.8 + 0.0
1-EPSgis312 (%0)°
2.5 9.4+ 0.0
5 9.4+ 0.0
10 9.6+ 0.2
1-EPSgis722 (Y0)¢
25 9.9+ 0.1
5 10.6 £ 0.1
10 11.2£0.1
Inilin (%o)d
25 6.5+02
5 6.91+02
10 7.1£0.2

a; BSM besiyeri.

b; %2 glikozu ¢ikarilmis BSM besiyeri.

c; %2 glikozu ¢ikarilmis BSM  besiyerine farkls
oranlarda I-EPS ilave edilmis besiyeri.

d; %2 glikozu ¢ikarlmis BSM  besiyerine farkli
oranlarda iniilin ilave edilmis besiyeri.

a; BSM media.

by %2 Glucose-removed BSM media.

¢ Fattening medinm with different ratios of 1-EPS added to
BSM fattening medium with 2% glucose removed.

dy Fattening medinm with different proportions of inulin added
to the BSM fattening medium with 2% glucose removed.
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TESEKKUR

Gida Tamm ve Hayvancilhk Bakanligi'na
TAGEM/15/AR-GE/40 nolu proje icin vermis
olduklart  arastirma-gelistirme  desteklerinden
dolay1 tesekkiir ederiz.
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