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Deney hayvanlarinda probiyotikli yem kullaniminin
bagirsak mikrobiyotasina etkisi
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Ozet: Bilimsel calismalarda laboratuvar hayvani kullanimi biyiik 6nem tasimakta ve énemli bir yer tutmaktadir. In-
vivo calismalarda arastirilanin kesin olarak etkinligini ortaya konulabilmesi icin deneyde kullanilan hayvanlarin turd,
soyu ve yasinin yani sira ¢evre kosullari gibi pek ¢ok kosul kontrol ve test gruplarinda bir 6rnek hale getirilmektedir.
Calismalarda gastrointestinal sistemin islevi ve buttnliginde, bagisiklik homeostazinin korunmasinda ve konak
enerji metabolizmasinda 6énemli rol oynayan bagirsak mikrobiyotasinin kullanilan deney hayvanlarinda farkhliklar
gosterebilecegi dikkate alinmalidir. Ancak, bu farkliliklarin calisma sonuglarini olumsuz etkileyebilecegi cogu
zaman gozden kagmaktadir. Bu ¢alismada, bilimsel arastirmalarin dncesinde adaptasyon periyodunda kullaniimak
Uzere laboratuvar hayvanlarinin (rat ve fare) bagirsak mikrobiyotalarinin senkronizasyonunda kullanim potansiyeli
olan probiyotik icerikli yemlerin tretimi ve bagirsak mikrobiyotasi lzerine etkinliginin belirlenmesi amaclanmistir.
Analizler neticesinde Uretilen sivi yemlerin muhafaza siresi sonunda toplam aerob genel canli sayisi ve laktik asit
bakteri sayisinin (L. acidophilus ve L. plantarum) 10° kob/ml ulastigi buna karsin koliform bakteri, maya-kif ile diger
patojen mikroorganizmalara rastlanmamistir. Mikrobiyota analizleri neticesinde ise hem fare hem de ratlarda 10
glnlik probiyotikli yem uygulamasinin kontrol gruplari ile 0. glindeki test gruplarina gére bagirsak mikrobiyotasi
kompozisyonu uzerine etkili oldugu ortaya konmustur. Ginimuze kadar yapilan literatir incelemelerinde Tirkiye'de
bu kapsamda bir calisma olmadigi belirlenmistir. Bu baglamda in-vivo calismalar éncesinde deney hayvanlarinin
bu calisma kapsaminda Uretilen probiyotik icerikli yemler ile beslenmesinin hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinin
gelistirilmesine katki sunacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Laboratuvar hayvanlari; L. acidophilus; L. plantarum; mikrobiyota; senkronizasyon

The effect of probiotic feed use on intestinal microbiota in experimental animals

Abstract: Laboratory animals are frequently used in scientific studies and are of great importance. To clearly
demonstrate the effectiveness of the researched in in-vivo studies, many conditions such as the species, lineage and
age of the animals used in the experiment, as well as environmental conditions, should be uniform in the control and
test groups. It should be considered that the intestinal microbiota, which plays an important role in the function and
integrity of the gastrointestinal tract, maintenance of immune homeostasis and host energy metabolism, may differ
in the experimental animals used in studies. However, it is often overlooked that these differences may negatively
affect study results. In this study, it was aimed to produce probiotic-containing feeds which have the potential to
synchronize intestinal microbiota of laboratory animals (rat and mouse) to be used in the adaptation period before
scientific studies and to investigate the effectiveness of feeds on the intestinal microbiota. According to the analysis,
at the end of the storage period of the produced liquid feeds, the total number of general aerobic organisms
and the number of lactic acid bacteria (L. acidophilus and L. plantarum) reached to 10° cfu/ml, however, coliform
bacteria, yeast-mold and other pathogenic microorganisms were not detected. As a result of microbiota analysis, it
was revealed that 10-day probiotic feed application was effective on intestinal microbiota composition in both mice
and rats compared to control groups and 0. day test groups. In the literature reviews carried out to date, it has been
determined that there is no study in this scope in Turkey. In this context, it was concluded that feeding experimental
animals with probiotic-containing feeds that produced within the scope of this study before in-vivo studies will
contribute to the improvement of the intestinal microbiota of the laboratory animals.
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ise toplam sayinin %73'lnd olusturdugu rapor edil-
mistir. Laboratuvar hayvanlarinin refahi da dikkate
alindiginda hayvanlarin saglikli olmalari yapilan ¢a-
hismalarin givenilirligi acisindan buyik 6nem tasi-
maktadir (Anonim 2010; Anonim 2019). Bu kapsam-
da laboratuvar hayvanlarinin tiim fizyolojik sistemle-
rinin saglikh olmasi gerekmektedir. Sindirim sistemi
de bu durumun en 6nemli pargalarindan birini olus-
turmaktadir.

Sindirim sistemi mikrobiyotasi bu sistem iceri-
sinde toplam mikroorganizma sayi ve ¢esidini ifade
eden, hayvanin saghkh olup olmadigini gdsteren,
ayni zamanda hem insanlar hem de hayvanlar igin
hastalik olusturan mikroorganizmalari tasiyip tasi-
madigini anlamamizi saglayan en énemli gosterge-
dir. Bu mikrobiyota canlinin tim metabolizmasini,
fizyolojisini, immunolojik yapisini, hatta davranisla-
rini dahi direk olarak etkilemektedir (Barko ve ark.
2018).

Sindirim sistemi mikrobiyotasi; en ¢cok yemler-
den, cevresel faktorlerden (isi, 1sik vb.), bakim, besle-
me ve yetistiricilik uygulamalarindan (havalandirma,
althk su vb.) etkilenmektedir. Bunlarin sonucu olarak
farkli laboratuvar hayvani yetistirme ve arastirma
birimlerinde hatta ayni birimlerdeki her bir bireyde
biyuk farkliliklar gdzlenebilmektedir. Bu hayvanlarin
kullanim alani dikkate alindiginda sindirim sistemi-
nin saglikli ve bir 6érnek (veya benzer) olmamasi ya-
pilan bilimsel calisma verilerini olumsuz bir sekilde
etkiler, bilimsel calismalarin tekrarlanabilir olmasina
imkan tanimaz. En basit bir calismada dahi hayvan-
larin mikrobiyota farklliklari kontrol ve deney grup-
lari arasindaki verilerin dogrulugunu etkileyebilir.
(McCoy ve ark. 2017).

Laboratuvar hayvanlarinin saglikli olmalari de-
neysel kullanimlari icin en énemli 6n kosuldur. Subk-
linik enfeksiyonlar ayni zamanda zoonoz hastaliklar
agisindan endise yaratmaktadir. Bu durum deney
modellerinin fenotipik varyasyonunu arttirmakta
olup istatistiksel hatalara yol agmakta ve bu nedenle
daha fazla sayida hayvanin gereksiz yere kullanimi
ile; yerine koyma, aritma ve indirgeme (3R kurali) te-
mel kurallarina aykiridir (Nicklas 2008).

Bu bilgiler 1siginda, bir bilimsel ¢alisma oncesi
kullanilacak hayvanlarin tim dis faktorlerin bir 6rnek
olmasina dikkat edilmesi zorunludur. Bu kapsamda
calismalarda ayni tir, soy, cinsiyet ve yasta hayvanlar
secilir, hayvanlar ayni yemle bir ortamda bakilir. Boy-
lelikle pek cok dis cevresel degisken faktor elimine
edilmis olur. Ancak hayvanlarin i¢ faktorleri olan ba-
girsak mikrobiyotalari senkronize edilmedigi siirece
mevcut sartlarda deneylere, baslama kriterlerinin

saglanmasi yeterli olmayabilir. Genel olarak mikrobi-
yolojik standardizasyon; hayvanlarda bulunan mik-
roorganizma tirlerine ve buna bagli olarak yetistiril-
me ortamlarina gore siniflandirilmasi mikrobiyolojik
durumlarinin belgelendirilmesi esaslarina dayanir.
Bu siniflama, bariyerli spesifik patojen free; (SPF) ve
bariyersiz konvansiyonel (CV) hayvanlar seklindedir.
Mikrobiyolojik standardizasyonun izlenmesi iki se-
kilde yapilmakta olup bunlar bariyer sistemlerinin
kontroll (stire¢ kontrol) ve deney hayvanlarinin
kontrolldur. Bariyer Sistemlerinin Kontroll (Sireg
KontrolQ); hayvanin mevcut mikrobiyolojik kalitesi-
nin korunmasinin yani sira ¢alisanin korunmasi ve
laboratuvar kaynakl enfeksiyonlarin édnlenmesi igin
onemlidir. Bununla beraber bu calismanin konusu
olan mikrobiyota senkronizasyonu ile ilgili kapsamli
ve tanimh protokollerin eksikligi gdze ¢arpmaktadir
(Nicklas 2008).

Avrupa ve Amerika'da laboratuvar hayvanlari
dretimi buyik ciftliklerde ve Uretim merkezlerinde
yapilmaktadir. Oldukca gelismis teknik alt yapi ve
laboratuvar olanaklarina sahip bu kuruluslar kendi
standartlarini ve kalitelerini denetlemek amaciyla
FELASA'nin (Avrupa Laboratuvar Hayvanlari Bilimi
Dernekleri Federasyonu-Federation of European
Laboratory Animal Science Associations) Onerileri
dogrultusunda ¢esitli mikrobiyolojik kalite kontrol
programlarini izlemektedirler. Ulkemizde de labora-
tuvar hayvani Uretim ve yetistiriciligi alaninda FELA-
SA'nin hazirlamis oldugu rehberler kabul edilmekte-
dir. Ancak Turkiye'de konu ile ilgili sikintilar oldugu
distunitlmektedir (Nicklas 2008; Anonim 2020a;
2020b). Tarim ve Orman Bakanhgi'nin simdiye kadar
verdigi calisma izinleri konvensiyonel Unite iznidir.
Bu nedenle laboratuvar hayvanlarinin mikrobiyolojik
standardizasyonu saglanamamaktadir.

Son yillarda tlkemizde kamu ve 6zel sektorde
laboratuvar hayvani Uretim ve yetistiriciligi yapan
kuruluslarin sayisi artmistir. Turkiye'de 2020 yili iti-
bariyle bilimsel calismalarda toplam 209.212 hayvan
kullanilmis olup bunlarin %17,2 sini rat ve %11,9'unu
fare olusturmustur (Anonim 2021). Ancak burada
onemli olan rakamsal olarak artislar degil refah du-
zeyi ylksek, mikrobiyolojik standartlarin uygulandigi
ve saglik kontrollerin yapildigi tnitelerin bulunmasi-
dir. Tarim ve Orman Bakanligi'nin "Deneysel ve Diger
Bilimsel Amaclar icin Kullanilan Hayvanlarin Refah ve
Korunmasina Dair Yonetmelik” cercevesinde calisma
izni verilen deney hayvani kuruluslari sayisi 192 olup
bunlarin byik bolimunin Gretim, tedarik ve deney
icin rat ve fare kullandigi ve konvensiyonel 6zellikte
oldugu gorilmektedir (Anonim 2023). Hayvanlarin
patojen mikroorganizmalara karsi korunmalarinda
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bagirsak mikrobiyotasi énemli bir rol oynar. Nor-
mal bagirsak floralarini olusturan bakteri tirlerinin
sayisi kolon iceriklerinde yaklasik olarak 1x10'"-101
kob/gram bakteri bulunmaktadir (Lee ve ark. 2013).
Konvensiyonel hayvanlar genellikle hastalik belirtisi
gostermezken enfeksiyon ve paraziter etkenleri ta-
simaktadirlar.

Probiyotikler canli  mikroorganizmalar olup
yeterli miktarda ve strede uygulandiklar takdirde
verildikleri canlida bagirsaklarda kolonize olarak
olumlu saglik etkileri olusturduklari ifade edilmekte-
dir (Anonim 2006; Hill ve ark. 2014). Probiyotiklerin,
enfeksiyonlari &nleyerek, mide-bagirsak kosullarini
iyilestirerek ve bagisiklik bozukluklarini gidererek
sagligi gelistirme &zelliklerinin oldugu pek ¢ok calis-
mada gosterilmistir (Wilkins ve Sequoia 2017; Wang
ve ark. 2019). Probiyotiklerin bagirsak butiunlugu-
niin korunmasi (Khailova ve ark. 2010) ve bagirsak
mikrobiyal taksonomik yapisinin moddilasyonunu
sagladigi belirtilmistir (Ferrario ve ark. 2014; Gar-
gari ve ark. 2016). Probiyotiklerin ana hedefi olan
bagirsak mikrobiyotasinin bagirsak kanali boyunca
degisiklik gosterebildigi ve bagirsaklardaki karmasik
etkilesimler nedeniyle probiyotiklerin etki mekaniz-
masinin mutlaka in-vivo calismalarla desteklenmesi
gerektigi ifade edilmektedir (Farzi ve ark. 2018; Ta-
verniti ve ark. 2021).

Tdm bu bilgiler 1siginda, bu ¢alismada diinyada
genel ve kabul edilmis bir standardizasyonu olma-
yan laboratuvar hayvanlarinin (rat ve fare) bagirsak
mikrobiyotalarinin senkronizasyonunun saglanmasi
icin bilimsel calismalar 6ncesi adaptasyon periyo-
dunda kullaniimak Gzere probiyotik icerikli yemlerin
Uretimi ve etkinligi in-vivo olarak arastiriimistir.

Gereg ve Yontem
Probiyotik icerikli yemlerin iiretimi

Mikrobiyota senkronizasyon yemi olarak probiyo-
tik yem Uretimi gerceklestirilmigtir. Uretilen yemler,
kullanim kolayhgi, tuketici talepleri, verimliligi ve
etkinligi g6z oninde bulundurularak sivi formda
Uretilmistir. Calismada yemlerin formdilasyonunun
olusturulmasi, Uretim ydnteminin gelistirilmesi ve
optimizasyon calismalari gergeklestirilmistir.

Yemlere probiyotik kiltlir olarak Lactiplantiba-
cillus plantarum ATCC 14917 ve Lactobacillus aci-
dophilus (ATCC 4356) katilarak test grubu (T) yemleri
hazirlanmistir. Yemlere karistiriimak tzere -18°C'de
tutulan suslar buz icerisinde ¢dzdurildikten sonra
Tryptone Soy Broth'a (TSB, LAB004 Acumedia) gegi-
lerek 24 saat 37° C'de inklibe edilmistir. Daha sonra
susun kontrol ve deneyde kullanilacak konsantras-
yonunun belirlenmesi amaciyla De Man, Rogosa &
Sharpe agar (MRS, Merck 64271) kullanilmistir. Bu
kapsamda bir gece TSB'de inkiibe edilen suslar MRS
Agar’a cizme plak metodu ile ekilerek 24-48 saat 37°
C'de anaerob ve aerob ortamda inkiibe edilmistir.
Anaerob kosullarda, inci beyazi koloniler degerlen-
dirilmistir. Yemlere aktif katilmak Gzere ilgili koloni-
lerden tekrar TSB'lere ekimler yapilarak 37° C'de 24
saat inklibe edilmistir. Miktarin belirlenmesi amaciy-
la da deney giini tekrar MRS Agar’lara ekimleri ger-
ceklestirilmistir. Miktari belirlendikten sonra yem-
lere ayni miktarda probiyotik verilmesi amaciyla L.
plantarum ve L. acidophilus bakterilerinden 102 kob/
ml olacak sekilde steril tliplerde hazirliklar tamam-
lanmistir. Probiyotik kdltur ilavesi yapilmamis yem-
ler ise kontrol grubunu (K) olusturmustur. Sivi yem
Uretim basamaklari sirasiyla Sekil 1'de belirtilmistir.

Mikrobiyota Bagisiklik ve Senkronizasyon Yemi Uretim Basamaklari

Tartilan bilegsenlerin; Kazein
(protein), sukroz, misir
Eed nisastasi (karbonhidrat),yag E=2
ve mineral maddelerin
kanistirilmasi

Bilesenlerin
herbirinin ayri
ayn tartilmasi

Karisimin pacal yapilarak su
ilavesiyle karistirilmasi

Toz olarak vitamin
karisiminin ilave
edilmesi

Uriine probiyotik
kultirilave edilmesi

Aroma ve renk maddelerinin ilave
edilmesi (vanilya, FD&CBlue Dye
Bl #1, FD&C Yellow Dye #5 veya FD&C
Red Dye #40 , vs.)

Sekil 1. Sivi yem Uretim basa-
maklari.

A4

Uriiniin homojen olacak 5
sekilde karistinlmasi g [Glite kontrol B

Uriintin ambalajlanmasi,

soguk muhafazaya
alinmasi ve dagitimi
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Yemlerin mikrobiyolojik analizleri

Paketlenmis yemlerin muhafaza siiresi basinda ve
sonunda mikrobiyolojik analizleri gerceklestirilmis-
tir. Hazirlanmis yemler probiyotik mikroorganizma
icerdiginden raf dmri +4°C'de 1 hafta olarak be-
lirlenmistir. Yemlerde gerceklestirilen mikrobiyo-
lojik analizler su sekildedir; Aerob genel canli tayi-
ni (ISO 4833-2), koliform bakteri sayisi (ISO 4832),
Salmonella spp. (ISO 6579), Listeria monocytogenes
(ISO 11290-1), Staphylococcus aureus (ISO 6888-1),
kif-maya sayimi (ISO 21527-2) ve probiyotik mikro-
organizma sayimi (ISO 15214).

Mikrobiyota senkronizasyon yemlerinin deney
hayvanlarina uygulanmasi

Mikrobiyota senkronizasyon yemlerinin etkinlikleri
ve optimal uygulama surelerinin belirlenmesi ama-
cityla deney hayvani ¢alismalari ve laboratuvar analiz-
leri gerceklestirilmistir. Calismada deney hayvanlari
calismalar Kirikkale Universitesi Hiseyin Aytemiz
Deney Hayvanlari Biriminde etik kurul izni alinarak
gerceklestirilmistir (Etik kurul karar no: 2021-02-08).
Calismada Kontrol (K grup) ve Test (T gruplari, treti-
len her bir yem icin) olarak gruplar olusturulduktan
sonra, erkek ve disi olarak ayri ayri her bir grup igin
9'ar adet 200-250 g agirliginda, 8-10 haftalik ulusla-
rarasi standartlara uygun sayida Wistar albino rat ve
20-25 g agirliginda 8-10 haftalik BALB/c fare rastge-
le secilmistir. Gruplarin gerekli adaptasyon islemleri
ve slresi (7 glin) tamamlandiktan sonra baslangig
agirliklarn kaydedilmis, mikrobiyota analizleri igin
diski 6rnekleri alinmis ve DNA ekstraksiyonlari ger-
ceklestirilmistir.

Sonrasinda hayvanlar belirlenen gruplara gore
(Kontrol ve Test) ad-libitum olarak 10 glnlik peri-
yodlarda 30 giin sureyle standart kontrol yemi veya
mikrobiyota senkronizasyon yemi ile beslenmistir.
Deney periyodu sonunda diski drnekleri alinarak
mikrobiyota analizleri tekrarlanmistir. Calisma suresi
sonunda baslangi¢-bitis mikrobiyota sonuclari kont-
rol grubu verileriyle karsilastiriimistir.

Deney hayvanlarinin mikrobiyota analizleri

Bu kapsamda steril pens ve kasik yardimiyla taze
diski 6rnekleri kontrol ve test gruplarina ait fare ve
ratlardan alinarak steril kaplara konulmus ve analiz
icin soguk zincir altinda laboratuvara tasinmistir.

Orneklerden DNA izolasyonu

Diski 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu Qui-
ck-DNA TM Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo Re-
search, Cat. No: D6005) kullanilarak yapilmistir. izole

edilmis DNA'nin miktar ve safligi florometrik olarak
QUBIT3™ ile tayin edilmistir (Thermo Fisher Scienti-
fic, Wilmington, DE, USA).

16s rRNA V3-V4 bélgesinin amplifikasyonu

Tur tayininde kullanilacak olan 16s rRNA genine ait
V3-V4 bolgeleri tniversal 341F-805R primer dizileri
ile SimpliAmp™ Thermal Cycler kullanilarak ampli-
fiye edilmistir. Kullanilan primer dizileri ve PCR ko-
sullari asagida verilmistir (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA).

Primer dizileri
341F: CCTACGGGNGGCWGCAG
805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC

PCR kosullari

95°C 10 dakika — ilk denaturasyon (HS enzim kulla-
nilmistir), 35 déng:

- 95°C for 30 saniye - denaturasyon
- 53-48°C for 30 saniye — annealing (touchdown PCR)

- 72°C for 15 saniye — extension, sicaklik 4°C'ye di-
strtltp PCR tamamlanmistir.

Kiitiiphane hazirlama ve dizileme islemi

16s rRNA V3-V4 amplikon drlnleri icin kitiphane
hazirlama Nextera XT DNA Library Prep Kit (lllumina,
San Diego, CA, Cat. No.: FC-131-1096) ile index isle-
mi ise TG Nextera XT Index Kit v2 Set A (96 Indices,
384 Samples), (Illumina, San Diego, CA, Cat. No.: TG-
131-2001) ile gergeklestirilmistir. PCR purifikasyonu-
AMPure XP beads ile yapilmistir (Beckman Coulter,
High Wycombe, UK). Dizileme islemi lllumina’'nin
Miseq platformu ile paired-end (PE) 2x150 bazlk
okumalar olarak yapilmistir. Ornek bagina minimum
> 50.000 okuma yapilmistir.

Ham verinin biyoinformatik analizi

Ham veri okumalar (FASTQ) QC kontrol yapilmis,
trim edilmis ve Kraken Metagenomik sistemi ile OTU
siniflarina ayrilmistir. Kraken uygulamasi, yiksek
hassasiyet ve hizda kisa DNA sekanslarina takso-
nomik etiketler atarak gerceklestirilmistir (Wood ve
Salzberg 2014).

Bulgular

Yemlerin muhafaza suresince raf dmrinln belir-
lenmesi ve mikrobiyolojik kalitesinin takibi amaciy-
la mikrobiyolojik analizler gerceklestirilmistir. Buna
gore yemlerin yedinci giin sonunda toplam aerob
genel canli sayisi ve laktik asit bakteri sayisi (L. aci-
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dophilus ve L. plantarum) 10° kob/ml olarak belir-  Tablo 1. Deney gruplarinin dizileme istatistigi
lenmistir. Analizlerde koliform bakteri, maya-kif ile  Gryp no Okuma Ortalamaokuma o o\ oliuma

diger patojen mikroorganizmalara (Salmonella spp., sayist uzunlugu .
L. monocytogenes ve S. aureus) rastlanmamistir. LAY I ey S /e

TF10 21935 149.7 21839 /99.56%
Mikrobiyota analiz sonuclan KFO 26444 149.7 26319 /99.53%
Mikrobiyota analizlerinde &rnekler deney grup-  TFO 42432 145.7 40345 / 95.08%
larina gore analiz sonuclari asagida belirtilmi.s?;tir. KR10 25087 133.9 20737 / 82.66%
Deney gruplari numaralandlrllm.@ qup. buna gore;  1p10 15458 1496 15356 / 99.34%
KF10- Kontrol fare grubu 10. giin analiz sonugclari-

KRO 24530 149.9 24465 / 99.74%

ni; TF10- Test fare grubu 10. glin analiz sonugclari-
ni; KFO- Kontrol fare grubu 0. giin analiz sonugla- ~ TRO 23282 149.9 23233/99.79%
rini; TFO- Test fare grubu 0. GUn analiz sonuglarini;

KR10- Kontrol rat grubu 10. giin analiz sonuclarin;; ~ Tablo 2. Deney gruplarinin taksonomi istatistigi

TR10- Test rat grubu 10. giin analiz sonuclarini; KRO-  Tiir Seviyesinde Cesitlilik

Kontrol rat grubu 0. glin analiz sonuglarini; TRO- Test Shannon Index .
. ? o : Grup no Simpson Indeks (1-D)
rat grubu 0. giin analiz sonuclarini temsil etmektedir. P (H)/(H/LN (N)) P
KF10 4.154 /0.717 0.9721

Simpsons indeksi 0-1 arasinda bir deger alir. 1

cesitliligi, 0 ise cesitlilik yok anlamina gelmektedir ve TF10 3.68/0.6129 0-9425
shannon indeksi genellikle 1,5-3,5 arasinda bir de-  KFO 4.296/0.7226 0.9756
ger alir ve bu indeks arttikca cesitlilik de artmaktadir. ~ TFO 3.779 / 0.631 0.9386
KR10 4.145 / 0.6959 0.9616
TR10 3.741/0.6578 0.9441
KRO 4316 /0.7156 0.9756
TRO 4.206 / 0.7245 0.9745

Tablo 3. Fare ve Rat test gruplarina gore taksonomik dagilimlar

Test gruplarina gore oran (%)

Krallik

KFO TFO KF10 TF10 KRO TRO KR10 TR10
Bacteria 100.0 99.98 100.0 100.0 99.97 99.99 99.9 99.91
Archaea 0.0 0.01 0.0 0.0 0.02 0.01 0.06 0.08
Eukaryota 0.0 0.0 0.0 0.0 0.01 0.0 0.04 0.01

Tablo 4. Fare test gruplarina gore filum seviyesinde taksonomik dagilimlar*

KFO TFO KF10 TF10
Filum %  Filum % Filum %  Filum %
Firmicutes 52.04 Firmicutes 50.5 Firmicutes 64.36 Bacteroidetes 64.01
Bacteroidetes 31.33 Bacteroidetes 41.52 Bacteroidetes 28.14 Firmicutes 30.63
Proteobacteria 12.61 Proteobacteria 5.58 Proteobacteria 6.02 Proteobacteria 3.65
Tenericutes 1.78 Actinobacteria 1.02 Actinobacteria 0.87 Actinobacteria 0.73
Actinobacteria 1.67 Tenericutes 1.02 Spirochaetes 0.17 Tenericutes 0.45
Chloroflexi 0.25 Chloroflexi 0.12 Tenericutes 0.15 Chloroflexi 0.22
Cyanobacteria 0.08 Cyanobacteria 0.05 Chloroflexi 0.06 Cyanobacteria 0.12
Candidatus 005 Candidatus 0.04 Coprothermobacterota  0.04 Spirochaetes 0.07
saccharibacteria saccharibacteria .
Thermotogae 0.05 Spirochaetes 0.03 Gemmatlmonadetes 0.04 Planctomycetes 0.05
Candidatus . .
Deferribacteres 0.04 Gemmatimonadetes  0.02 saccharibacteria 0.03  Verrucomicrobia 0.01

* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.
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Tablo 5. Rat test gruplarina gore filum seviyesinde taksonomik dagilimlar*
KRO TRO KR10 TR10
Filum % Filum % Filum % Filum %
Firmicutes 69.03  Firmicutes 67.88 Firmicutes 59.54  Bacteroidetes 44.09
Bacteroidetes 14.66  Bacteroidetes 24.42 Bacteroidetes 31.83  Firmicutes 44.06
Proteobacteria 12.97  Proteobacteria 4.26 Proteobacteria 5.79  Proteobacteria 6.74
Actinobacteria 1.96  Tenericutes 1.65 Actinobacteria 1.03  Verrucomicrobia 2.28
Tenericutes 0.83  Actinobacteria 1.14 Spirochaetes 0.96  Actinobacteria 2.21
Spirochaetes 0.19  Chloroflexi 0.21 Tenericutes 0.33  Tenericutes 0.41
Chloroflexi 0.12  Spirochaetes 0.15 Chloroflexi 0.09  Basidiomycota 0.07
Candidatus 0.08  Planctomycetes 0.13 Elusimicrobia 0.07  Cyanobacteria 0.04
sacchartb.acterla . Verrucomicrobia 0.05 Armatimonadetes  0.03
Gemmatimonadetes 0.03  Cyanobacteria 0.04 .

Candidatus .

Verrucomicrobia 0.02  Armatimonadetes  0.03 thermoplasmatota 0.04  Deferribacteres 0.02
* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.
Tablo 6. Fare test gruplarina gére sinif seviyesinde taksonomik dagilimlar*
KFO TFO KF10 TF10
Sinif % Sinif % Sinif % Sinif %
Clostridia 43.86 Clostridia 41.96 Clostridia 55.41 Bacteroidia 63.61
Bacteroidia 31.11 Bacteroidia 4048 Bacteroidia 27.65 Clostridia 22.26
Epsilonproteobacteria 7.22 Bacilli 7.6 Bacilli 7.55  Erysipelotrichia 4.21
Bacilli 5.17 Epsilonproteobacteria 2.97 Gammaproteobacteria 3.08 Bacilli 3.35
Erysipelotrichia 2.89 Gammaproteobacteria 1.6 Epsilonproteobacteria 1.88 Gammaproteobacteria 1.61
Mollicutes 1.66 Flavobacteriia 1.18 Erysipelotrichia 1.06 Flavobacteriia 1.28
Gammaproteobacteria 14  Mollicutes 0.76 Actinomycetia 0.62 Deltaproteobacteria 0.5
Coriobacteriia 1.27 Alphaproteobacteria 0.7 Flavobacteriia 0.47 Betaproteobacteria 0.43
Alphaproteobacteria  1.27 Coriobacteriia 0.57 Deltaproteobacteria 0.4  Mollicutes 0.43
Flavobacteriia 1.25  Erysipelotrichia 0.51 Betaproteobacteria 0.38 Coriobacteriia 0.35
* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.
Tablo 7. Rat test gruplarina gore sinif seviyesinde taksonomik dagilimlar*
KRO TRO KR10 TR10
Sinif %  Sinif % Sinif %  Sinif %
Clostridia 57.4 Clostridia 53.12 Clostridia 49.88 Bacteroidia 41.56
Bacteroidia 14.02 Bacteroidia 24.68 Bacteroidia 30.11 Clostridia 36.01
Gammaproteobacteria 7.72 Bacilli 10.39 Bacilli 8.01 Bacilli 5.33
Erysipelotrichia 5.69 Gammaproteobacteria 3.0 Gammaproteobacteria 2.09 Erysipelotrichia 431
Bacilli 5.53 Erysipelotrichia 2.91 Flavobacteriia 2.06 Gammaproteobacteria 3.66
Deltaproteobacteria 2.59 Negativicutes 1.58 Alphaproteobacteria 1.84 Verrucomicrobiae 2.45
Negativicutes 1.81 Mollicutes 1.46 Deltaproteobacteria 1.24 Coriobacteriia 2.16
Coriobacteriia 1.46 Coriobacteriia 0.45 Spirochaetia 0.99 Negativicutes 1.12
Alphaproteobacteria  0.98 Deltaproteobacteria 0.32 Negativicutes 0.94 Betaproteobacteria 0.69
Flavobacteriia 0.83 Alphaproteobacteria 0.27 Erysipelotrichia 0.85 Alphaproteobacteria 0.57

* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.
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Tablo 8. Fare test gruplarina gore sira seviyesinde taksonomik dagilimlar*

KFO TFO KF10 TF10

Sira %  Sira % Sira %  Sira %
Eubacteriales 43.82 Eubacteriales 42.02 Eubacteriales 55.52  Bacteroidales 61.51
Bacteroidales 30.65 Bacteroidales 40.01 Bacteroidales 27.18 Eubacteriales 22.29
Campylobacterales ~ 7.25 Lactobacillales 7.31 Lactobacillales 6.51  Erysipelotrichales 4.23
Lactobacillales 451 Campylobacterales 2.97 Campylobacterales ~ 1.89 Lactobacillales 3.04
Erysipelotrichales 2.9  Flavobacteriales 1.19 Pseudomonadales 1.61 Marinilabiliales 2.4
Acholeplasmatales 1.48 Cellvibrionales 0.69 Erysipelotrichales 1.07 Flavobacteriales 1.29
Eggerthellales 1.26  Eggerthellales 0.56 Bacillales 1.04 Enterobacterales 0.6
Flavobacteriales 1.26  Marinilabiliales 0.56 Enterobacterales 0.77  Cellvibrionales 0.49
Hyphomicrobiales 0.92 Rhodospirillales 0.54 Marinilabiliales 0.52  Burkholderiales 0.4
Desulfovibrionales 0.72  Acholeplasmatales 0.52 Flavobacteriales 0.47 Eggerthellales 0.33
* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.

Tablo 9. Rat test gruplarina gore sira seviyesinde taksonomik dagilimlar*

KRO TRO KR10 TR10

Sira % Sira % Sira % Sira %
Eubacteriales 59.78 Eubacteriales 53.01 Eubacteriales 49.68 Bacteroidales 40.29
Bacteroidales 14.7  Bacteroidales 24.67 Bacteroidales 30.16  Eubacteriales 34.53
Erysipelotrichales 5.97 Lactobacillales 8.01 Lactobacillales 5.94  Erysipelotrichales 4.18
Lactobacillales 416  Erysipelotrichales 2.92 Flavobacteriales 2.07 Lactobacillales 411
Myxococcales 2.06 Bacillales 2.38 Bacillales 2.06 5.alcntig (r?t{gztseesd?sr der 3¢5
Enterobacterales 183 Cellvibrionales 202 Rhodospirillales 171 Verrucomicrobiales 2.38
S LS G 1. Desulfovibrionales 1.13  Pseudomonadales 2.09
Flavobacteriales 0.87  Acholeplasmatales 1.12 Spirochaetales 099  Coriobacteriales 198
Selenomonadales  0.85  Eggerthellales 0.36 Erysipelotrichates 085  Bacillales 101
Pasteurellales 083 Pasteurellales 03> Selenomonadales  0.65  Acidaminococcales 0.87
* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.

Tablo 10. Fare test gruplarina gore aile seviyesinde taksonomik dagilimlar*

KFO TFO KF10 TF10

Aile %  Aile % Aile %  Aile %
Lachnospiraceae 28.52 Lachnospiraceae 29.6 Lachnospiraceae 39.57 Prevotellaceae 26.82
Muribaculaceae 10.83 Prevotellaceae 20.14 Muribaculaceae 11.76 Lachnospiraceae 15.83
Oscillospiraceae 10.57 Muribaculaceae 10.89 Oscillospiraceae 8.94 Bacteroidaceae 13.13
Helicobacteraceae 7.95 Oscillospiraceae 6.59 Prevotellaceae 6.95 Muribaculaceae 12.37
Prevotellaceae 7.7 Lactobacillaceae 6.56 Lactobacillaceae 5.57 Oscillospiraceae 5.41
Bacteroidaceae 6.11 Bacteroidaceae 414 Bacteroidaceae 5.35 Erysipelotrichaceae 4.86
Lactobacillaceae 3.56 Helicobacteraceae 3.13 Eubacteriaceae 2.82 Marinilabiliaceae 2.77
Erysipelotrichaceae 3.19 Eubacteriaceae 2.12 Helicobacteraceae 2.05 Rikenellaceae 2.66
Clostridiaceae 2.13 Rikenellaceae 2.08 Rikenellaceae 1.46 Lactobacillaceae 2.63
Rikenellaceae 1.82 Clostridiaceae 1.82 Clostridiaceae 141 Tannerellaceae 1.84

* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.
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Tablo 11. Rat test gruplarina gore aile seviyesinde taksonomik dagilimlar*

KRO TRO KR10 TR10

Aile % Aile % Aile % Aile %
Lachnospiraceae 31.64 Lachnospiraceae 26.62 Lachnospiraceae 24.05 Lachnospiraceae 21.31
Oscillospiraceae 18.73 Oscillospiraceae 16.33 Prevotellaceae 20.71 Prevotellaceae 19.53
Prevotellaceae 11.55 Prevotellaceae 15.32 Oscillospiraceae 19.58 Muribaculaceae 16.82
Erysipelotrichaceae 6.58 Muribaculaceae 7.76 Muribaculaceae 7.71  Oscillospiraceae 9.38
Clostridiaceae 5.0 Lactobacillaceae 6.42 Lactobacillaceae 5.08 Erysipelotrichaceae  4.37
Muribaculaceae 2.53 Clostridiaceae 3.38 Clostridiaceae 2.54 Rhodothermaceae 3.68
Lactobacillaceae 2.46 Erysipelotrichaceae  2.93 Acetobacteraceae 1.84 Akkermansiaceae 2.48
Enterobacteriaceae 1.86 Bacillaceae 2.29 Bacillaceae 1.71 Lactobacillaceae 2.41
Bacillaceae 1.67 Spongiibacteraceae 2.2 Bacteroidaceae 1.67 Coriobacteriaceae 1.98
Peptostreptococcaceae 1.6  Eubacteriaceae 1.75 Desulfovibrionaceae 1.23 Bacteroidaceae 1.82

* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.

Tablo 12. Fare test gruplarina gore cins seviyesinde taksonomik dagilhmlar*

KFO TFO KF10 TF10

Cins %  Cins % Cins %  Cins %
Helicobacter 8.88 Prevotella 20.63 Duncaniella 8.71 Prevotella 24.85
Prevotella 7.43  Lachnoclostridium 8.09 Lachnoclostridium 8.69 Bacteroides 13.24
Bacteroides 6.83 Duncaniella 7.89 Anaerocolumna 7.45  Phocaeicola 11.47
Lachnoclostridium 6.23  Bacteroides 436 Prevotella 7.24  Duncaniella 793
Duncaniella 5.95 Anaerotignum 4.26 Bacteroides 5.8  Lachnoclostridium 33
Muribaculum 3.82 Lactobacillus 3.92 Butyrivibrio 4.0 Alkalitalea 2.79
Phocaeicola 3.78 Helicobacter 33 Fastidiosipila 3.7 Alistipes 2.68
Ruminococcus 3.78 Coprococcus 2.65 Eubacterium 2.93  Muribaculum 2.26
Fastidiosipila 3.27 Mediterraneibacter 2.52 Lactobacillus 2.83  Ruminococcus 2.16
Anaerotignum 2.98 Fastidiosipila 2.27 Muribaculum 2.62 Mediterraneibacter 2.12

* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.

Tablo 13. Rat test gruplarina gore cins seviyesinde taksonomik dagilimlar*

KRO TRO KR10 TR10

Cins %  Cins % Cins %  Cins %
Prevotella 11.14  Prevotella 13.28 Prevotella 20.39 Prevotella 14.79
Lachnoclostridium 9.96 Lachnoclostridium 6.12 Ruthenibacterium 5.28 Duncaniella 13.21
Ruminococcus 6.04 Ruminococcus 6.01 Ligilactobacillus 4.57 Anaerostipes 9.3
Lacrimispora 496 Duncaniella 5.38 Muribaculum 448 Rhodothermus 422
Clostridium 471 Blautia 5.09 Oscillibacter 3.59 Ruthenibacterium 3.71
Fastidiosipila 3.85 fastidiosipila 3.87 Lachnoclostridium 3.01 Anaerocolumna 3.55
Faecalitalea 3.56 Ligilactobacillus 3.61 Duncaniella 2.7  Akkermansia 2.84
Mediterraneibacter ~ 2.77  Ruthenibacterium 2.94 Ruminococcus 2.64  Faecalitalea 2.73
Intestinimonas 2.44  Oceanicoccus 2.42 Intestinimonas 2.61 Muribaculum 2.65
Anaerostipes 2.28  Clostridium 2.36 Flavonifractor 2.59 Lacrimispora 2.57

* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.
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Tablo 14. Fare test gruplarina gore tur seviyesinde taksonomik dagilimlar*

KFO TFO KF10 TF10
Tiir %  Tiir % Tiir %  Tiir %
Hellz;clochter 753 Ereveials demialc 20.5 Prevotella dentalis 7.05 Prevotella dentalis 14.81
typhlonius ’ )
< ) . . . Duncaniella dubosii 6.5 Prevotella sp. WR041 12.14
Duncaniella dubosii 4.26 Clostridium scindens  7.34 e
I . Lachnoclostridium h icol .
Fastidiosipila 40p Anaerotignum - phocaeense 5.57 Phocaeicola dorei 8.55
sangutnts proptontcum Fastidiosipila . ..
o 521 D lla dub 5.34
Prevotella sp. WR041  3.89 Duncaniella dubosii 5.19 sanguinis uncanteda dusost
) Clostridium Phocaeicola
Prevotella dentalis 3.88 Coprococcus comes 3.15 hylemonae 417 coprophilus 532
Anaerotignum e - Eubacterium . . .
propionicum 3.85 Fastidiosipila sanguinis 2.86 cellulosolvens 4.11  Bacteroides uniformis  4.43
Ruminococcus 369 Eubacterium 2 @6 GG ) 3.34 Alkalitalea saponilacus 3.64
champanellensis cellulosolvens ISTITWb . umi
o ] Helicobacter elicobacter uminococcus
Clostridium scindens ~ 3.45 apodernus 2.62 apodemus 3.08 champanellensis 24
. . . . . . [Ruminococcus]
Bacteroides uniformis 2.9 Prevotella sp. WR041 256  Bacteroides uniformis  2.71 o o o 235
Clostridium 276 Lachnoanaerobaculum 246 Anqerocqlumna 27  Bacteroides caccae 218
hylemonae umeaense sedimenticola
* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.
Tablo 15. Rat test gruplarina gore tir seviyesinde taksonomik dagilimlar*
KRO TRO KR10 TR10
Tiir %  Tir % Tiir %  Tir %
Ruminococcus 5.49 Prevotella copri 7.09 Prevotella copri 13.86 Prevotella copri 15.8
champanellensis . Ruthenibacterium .
. Ruminococcus . 7.13 Anaerostipes hadrus ~ 12.12
Prevotella copri 542 . 5.36 lactatiformans
o champanellensis Rhodothermus
il ora 5.16 Fastidiosipila sanguinis 5.22 il Gt o) marinus 27
saccharolytica - = .
Fastidiosipila ) Intestinimonas 352 Ruthenibacterium 49
sanguinis 4.64  Prevotella dentalis 4.42 butyriciproducens ~“ lactatiformans :
Faecalitalea 428 Ruthenibacterium 396 Flavonifractor plautii 35 Ar;[ae[roc_[olqmna 447
cylindroides ““® lactatiformans : L cellulostlytica
Lachnoclostridium 40g Clostridium 356 Fastidiosipila 316 Akkermansia 3.76
phocaeense =% hylemonae : 7{‘7”9“””5 s ;__nucm[zph[zla
o . Oceanicoccus omagataeibacter aecalitalea
Clostridium scindens ~ 4.24 sagamiensis 3.26 rhaeticus 2.84 cylindroides 3.6
Clostridium 337 Intestinimonas 315 Flintibacter sp. 261 Lacrimispora 319
hylemonae " butyriciproducens ' KGMB00T764 saccharolytica
Intestinimonas . .. Ruminococcus . .
. 249 Collinsella aerofaciens 2.99
butyriciproducens 2.95 Anaerobutyricum hallii 2.59 champanellensis f
Clostridium sp. Paraprevotella Clostridium S -
SY8579 2.62 xvlaniphila 2.48 hylemonae 2.19 Fastidiosipila sanguinis 2.73

* Orneklerdeki en yiiksek okuma dizisi bulunan ilk 10'a ait tablo verilmistir.

Tartisma ve Sonug

In-vivo calismalarda arastirilanin kesin olarak etkinli-
gini ortaya koyabilmek icin deneyde kullanilan hay-
vanlarin tird, soyu ve yasinin yani sira ¢evre kosullari
gibi pek cok kosul kontrol ve test gruplarinda bir 6r-
nek hale getirilmektedir. Boylelikle deney sonucun-
da test ve kontrol gruplarindan elde edilen sonug-
lar arasindaki farkin tek degisken oldugu dustnilen
uygulamadan kaynaklandigi varsayilmaktadir. Ancak

bu deneylerde gastrointestinal sistemin islevi ve bi-
tinligunde, bagisiklik homeostazinin korunmasinda
ve konak enerji metabolizmasinda énemli bir rol oy-
nayan bagirsak mikrobiyotasinin (Pflughoeft ve Ver-
salovic 2012) kullanilan deney hayvanlarinda farkli-
liklar gOsterebilecegi bu durumun ise calisma sonug-
larini olumsuz etkileyebilecedi cogu zaman gdzden
kagmaktadir. Yapilan calismalar, bir dizi faktorin mik-
robiyotada bazi degisikliklere neden olabilecegini
gostermistir. Bunlarla sinirli olmamak tzere bagirsak

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 35, Sayt 1, 2024, 54-65



Ayaz ND ve ark. Deney hayvanlarinda probiyotikli yem kullanimunin bagirsak mikrobiyotasina etkisi 63

mikrobiyotasini modiile edebilen faktorler arasinda,
Uretici/saticl (tek bir Uretici icindeki farkli tesisler da-
hil), beslenme, altlik tipi, barinak muhafazasi, nakli-
ye, terapotik midahale, su, dekontaminasyon yon-
temleri ve ¢cogaltma yer almaktadir (Ericsson ve ark.
2015; Rasmussen ve ark. 2019). Dolayisiyla 6zellikle
farkli Ureticilerden temin edilen deney hayvanlariyla
yapilan calismalar dncesinde kullanilan hayvanlarin
mikrobiyotalarinin senkronize edilmesinin ¢alisma-
larin glvenilirligi acisindan dnemli oldugu dustinil-
mektedir. Yapilan deneysel gozlemler probiyotiklerin
bagirsak mikrobiyomunun yapisini ve genel metabo-
lik islevini etkileyebilecegini 6ne sirmektedir (Lava-
sani ve ark. 2010; McNulty ve ark. 2011). GUnimdizde
yeni nesil dizileme, kemirgen kolonilerinde var olan
karmasik mikrobiyal florayl daha iyi karakterize edi-
lebilinmesine ve bagirsak mikrobiyotasindaki farkl-
liklari disaridan mudahaleler ile iliskilendirilmesine
imkan tanimaktadir (Franklin ve Ericsson 2020). Bu
baglamda probiyotik uygulamasi ile deney hayvan-
larinin mikrobiyotasinin senkronize edilebilecegdi hi-
potezi (izerine bu calisma kurgulanmistir.

Yapilan analizler neticesinde calisma dncesinde
farelerde kontrol (KFO: %52) ve test (TFO: %50) grup-
larinda mikrobiyotanin dominant florasinin filum
dlzeyinde Firmicutes'ten olustugu gozlenmis olup
calismanin 10. glninde kontrol grubunda (KF10)
bu dengenin yine %64 ile yine Firmicutes yoniinde
oldugu buna karsin test grubunda ise (TF10) Bac-
teroidetes'in %64 oranina yukselirken Firmicutes'in
%30,6'ya geriledigi gozlenmistir. Bu degisim rat de-
ney gruplarinda da benzer sekilde tespit edilmistir.
Analiz sonuglarinda gorilecedi gibi sinif, sira, aile
ve cins dlzeyinde yapilan degerlendirmelerde hem
fare hem de ratlarda probiyotik uygulamasinin mik-
robiyotanin kompozisyonu Uzerine etkili oldugu or-
taya konmustur. Bununla beraber sonuglar incelen-
diginde olusan farklarin fare ve ratlar arasinda farkli-
lik gosterebildigi gibi ayni hayvanlarda sinif, aile, cins
ve tur dlizeyinde de farkliliklar olabildigi gorilmek-
tedir. Bu acidan daha kapsamli arastirmalarin faydali
olacagi dusiinulmektedir.

Tar dizeyinde yapilan degerlendirmede, fare-
de en yuksek oranda tespit edilen Prevotella den-
talis ve ratta Prevotella copri disinda diger tirlerin
sayilarinda 6nemli degisikliklerin oldugu g6zlenmis-
tir. Sayisinda azalma gorilen bakterilerin arasinda
Clostridium ve Helicobacter olmasi dikkat cekicidir.
Kemirgenlerde helikobakterlerin, 6zellikle de Helico-
bacter hepaticus ve Helicobacter bilis'in, enflamatuar
bagirsak hastaligi modellerinde yangida provokator
olarak gorev yaptiklari cesitli arastirmalarda gosteril-
mistir (Fox 2007; Jergens ve ark. 2007). Bu sonuclara

istinaden bu durumun 6zellikle bazi deneysel calis-
malarda problem yaratabilecegi diistinilmektedir.

Antibiyotik tedavisi ile eszamanli olarak veya fa-
relerin antibiyotik tedavisini takiben iyilesme asama-
sinda probiyotiklerin etkisinin inceledigi bir calisma-
da, probiyotiklerin bagirsagdi kolonize etmedigi veya
bagirsak mikrobiyotasinin genel cesitliligini degistir-
medigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, probiyotik
takviyesinin, mevcut olan bakteri tlrlerini dnemli
olciide degistirdigi belirtiimektedir. Ozellikle iyiles-
me fazi sirasinda probiyotiklerin, Enterobacteriacea-
e'nin (Shigella ve Escherichia) baskilanmasina neden
olurken, 6zellikle Anaerotruncus cinsinden Firmicu-
tes'in artisini tesvik ettigi bildirilmistir (Grazul ve ark.
2016). Ayni calismada, kontrol gruplarinda ozellikle
Firmicutes ve Bacteroidetes baskin profilleri olarak
belirlenmistir. Ayrica probiyotik ilavesi sonrasinda
bu sonuglar bizim calisma sonuclarimiz ile buyik
oranda benzerlik gostermektedir. Bununla beraber
calismamizda Firmicutes baskinliginin Bacteroite-
des’e oranla ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Calismada ayni hayvan tirlerine ait gruplar ken-
di icinde bir uyum gosterse de fare ve rat mikrobi-
yotalarinin tiir dizeyinde farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Bu durum diger arastirmacilar tarafindan
da tespit edilmis olup bagirsak mikrobiyotasinin
genetik ve cinsiyete gore degisiklik gdosterebilece-
gi belirtilmistir (Benson ve ark. 2010). Franklin ve
Ericsson (2020) her ne kadar deney amaciyla kul-
lanilan rodentlerin sindirim sistemi mikrobiyotala-
ri_hakkinda sinirli bilgi sahibi olsak da hayvanlarin
mikrobiyotalarinin karmasik ve kapsamli varyasyon-
lar icerdigini belirtmislerdir. Bir baska calismada ise
deney hayvanlarinin sadece kalitsal olarak aldiklari
bagirsak mikrobiyotasina bagli olarak maruz birakil-
diklari hastaligin ciddiyetinin degistigi belirlenmistir.
Bu durumun kemirgen kolonilerinde bulunan farkli
mikrobiyotalarin fenotipik farkliliklara da neden ola-
bilecegini gostermesi agisindan 6nemli bulunmus-
tur (Hart ve ark. 2017). Bir fenotipik etkinin konakgl
genotipinden mi, mikrobiyotadan mi yoksa ikisinin
kombinasyonundan mi kaynaklandigini belirlerken
deneysel kurulum kritik 6neme sahip oldugu be-
lirtilmektedir. Deneysel degiskenligi azaltmak, tek-
rarlanabilirligi artirmak ve dogru biyolojik yorumlar
yapmayi saglayacak anlamli bilimsel veriler elde
etmek igin, yalnizca mikrobiyota-bagisiklik sistemi
etkilesimlerini dogrudan arastiranlara degil, tim
deneysel fare modellerine titiz deneysel tasarim ve
raporlama uygulanmasi gerektigi distintlmektedir.
Bu nedenle merkezlerde farkli protokollerin uygu-
lanmasi istenmektedir (McCoy ve ark. 2017). Bu ca-
lismalar mikrobiyota senkronizasyonunun ne denli
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onemli oldugunun ortaya konmasi agisindan olduk-
¢a dnemli bulunmustur.

Mikrobiyotanin gelistirilmesinde cesitli yon-
temler kullanilabilmektedir. Laboratuvar kemirgen-
lerinin Uretildikleri kurumlarla is birligi yapilabildigi
hallerde altlik veya diski 6rnekleri toplanip hayvanla-
rin gonderildigi yeni tesise nakledilebilmektedir. Bu
yaklagim esasen kaprofajiye dayanmaktadir. Onemli
bazi bakteri turlerinin kolonizasyonu uygulanmak
istenilen deney hayvanlarinda sekillenmeyebildi-
ginden bagirsak mikrobiyotasinin transferinin eksik
sekillendigi ve dolayisiyla karisik sonugclarla karsila-
sildigi belirtilmistir (Franklin ve Ericsson 2020).

Karmasik bagirsak mikrobiyotasini transfer et-
mek igin en dogrudan yaklasim fekal transplantas-
yon olarak kabul edilmektedir. Bu yontemde alici ke-
mirgenlerdeki mevcut mikrobiyotanin 6nemli dlctide
azaltilmasi amaciyla hayvanlar genis spektrumlu an-
tibiyotik kokteyllerine tabi tutulurlar. Sonrasinda alici
kemirgenler dondr diskilarindan veya mikrobiyotayi
iceren diger bagirsak numunelerinden hazirlanan
karisimla beslenmektedirler. Antibiyotik tedavisi bir-
likte barinma ve diski/kirli yataklara maruz kalma ile
iliskili kolonizasyonun neden oldugu direncin ¢o-
gunu ortadan kaldirirken, endojen mikrobiyotanin
¢ogu Uyesi tam olarak ortadan kaldirilamamaktadir.
Bu nedenle antibiyotik ortadan kalktiktan sonra bu
mikroorganizmalarda yeniden kolonizasyon meyda-
na geldigi belirtilmistir. Bu, durum dondr mikrobi-
yotasinin eksik transferi ile birlestiginde hibritlesmis
bir mikrobiyota ile sonuclandigr ifade edilmistir (Eri-
csson ve ark. 2017). Ayrica uygulamanin zorlugu ve
yogun antibiyotik kullaniminin neden oldugu olum-
suzluklar bu teknigi sinirlandiran diger faktorlerdir.
Dolayisiyla mikrobiyota modifikasyonlarinda hentiz
ideal bir yontem ortaya konulamamis olup cevre
dostu, pratik ve etkin uygulamalara ihtiyac bulun-
maktadir. Son yillarda bu kapsamda artan oranda
calismalar yapilmaya baslanmis olup konak-mikrobi-
yota etkilesimlerinin hem deney hayvanlarinin tekrar
uretilebilirligini ve yapilan deneylerin sonuglarinin
dogrulugunu etkiledigi distnilmektedir. Sindirim
sistemindeki mikrobiyal ortamin dogustan itibaren
stire gelen ve adaptif bagisiklik sistemini etkileyen
ve mikrobiyomun arastirlmadigi hastalik modelle-
rinde bile bu tlr arastirmalarin sonuclarini belirledi-
gini gostermektedir (Franklin ve Ericsson 2020).

Sonug olarak bu ¢alismada probiyotik mikroor-
ganizmalar iceren sivi bir yem hazirlanmis ve deney
hayvanlarina 10 giin sireyle verilmistir. Mikrobiyo-
ta analizleri neticesinde probiyotik uygulamasinin
hem fare hem de ratlarda 6nemli degisikliklere ne-
den oldugu gdzlenmistir. Giniimiize kadar yapilan

literatlir incelemelerinde Tiirkiye'de bu kapsamda
bir calisma olmadigi belirlenmistir. Bu baglamda
deneylere baslamadan ©nce hayvanlarin ¢alisma
kapsaminda Uretilen probiyotik icerikli yemler ile
beslenmesi mikrobiyotanin gelistirilmesi acisindan
umut vaat etmektedir.

Deney hayvanlan etik kurul kararlari ve izinler:
Calismada, deney hayvanlar calismalari Kirikkale
Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deney Hayvanlar Bi-
riminde ve Hayvan deneyleri yerel Etik Kurulu onayi
alinarak gerceklestirilmistir (Karar no: 2021-02-08).

Maddi destek ve cikar iliskisi: Bu calisma KOSGEB
tarafindan desteklenen “Laboratuvar Hayvanlarina
(Rat ve Fare) Yonelik Arastirma Hazirlik ve Senkro-
nizasyon Yemlerinin Gelistirilmesi” baslikli projenin
verilerini icermektedir.
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