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Ozet

Probiyotikler, bagirsak mikrobiyotasinin diizenlenmesi ve performansin artinlmasi i¢in sikhikla kullamlmaktadir. Bu
caligmada, broilerlerde igme suyu ile probiyotik kullaniminin bagirsak mikrobiyotasina ve canli agirhga etkisinin aragtirilmasi
amaclanmistir. Calisma, toplam 128 adet Ross 308 broilerlerde gerceklestirildi. Probiyotik tiim iiretim periyodu boyunca
kullanildi. Uretim periyodunun7,14,21,28,35 ve 42. giinlerinde broilerler bireysel olarak tartilarak canli agirlik hesaplamalar:
yapildi. Mikrobiyom analizi i¢in deneme ve kontrol gruplarinda her grubu temsilen 8 adet olmak iizere toplam 16 adet tazi
digki numunesi toplandi. Sindirim sistemi mikrobiyotasi, yeni nesil sekans ve metagenomik analiz ile belirlendi. Canli agirhk
bulgulan degerlendirildiginde, probiyotik verilen deneme grubunun canl agirliklan, tartim yapilan tiim haftalarda kontrol
grubuna gore yiiksek bulundu. Kesim agamasinda probiyotik verilen grupta canh agirlik 52 g daha yiiksek oldugu goriildii.
Mikrobiyom analizi sonucunda deneme grubunda Firmicutes, Actinobacteriota ve Gastranaerophilales bakteri filumlari
kontrol grubuna gore daha yiiksek iken Bacteroidales bakteri filumu daha diigiik olarak bulundu. Sonug olarak probiyotik

kullamminin bagirsak mikrobiyotasim olusturan yararli bakteri filumlarni artirdig: ve iiniform bir dagilim gosterdigi ve
buna bagh olarak deneme grubunda canl agirhgin kontrol grubuna gére daha yiiksek oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Bagirsak mikrobiyotasi, broiler, canli agirhik, probiyotik
Girig

Broilerlerin sindirim sistemi, besinlerin sindirimi ve emiliminde, bagisiklik sistemi gelisiminde ve patojen dislanmasinda
hayati bir rol oynayan gesitli ve karmagik bir mikrobiyota barindirmaktadir [1,2]. Farkli broiler bagirsak mikrobiyotasinin
broiler metabolizmasinda, besin sindiriminde, biiyiime performansinda ve konagin sagh@inda énemli bir rol oynadig:
bilinmektedir. Bagirsak mikrobiyotasinin dengeli ve saglikli olmas: i¢in probiyotikler sikhikla kullanilmaktadir [3]. Canli
mikroorganizmalar olarak tammlanan probiyotikler, uygun miktarda uygulandiklaninda konakgiya sagladiklan yararlar
nedeniyle broiler iiretiminde uzun siiredir kullamlan baghca yem katki maddelerinden biridir [4]. Broilerler icin probiyotikler,
sindirim enzimlerinin aktivitesini artirarak yem tiiketimini ve sindirim verimliligini artirabilmekte, gastrointestinal (GI)
kanaldaki bakterilerin dengesini koruyabilmekte, bagirsak biitiinliigiinii destekleyebilmektedir. Boylece probiyotikler
broilerlerin biiyiime performansimi ve saghgim iyilestirebilmektedir [5.,6]. Ayrica probiyotiklerin, patojenik tiirlerin
cogalmasini azaltarak bagirsakta mikrobiyota dengesini korudugu ve enfeksiyona kargi direnci artirarak hastalik riskini
azalttifa da gosterilmigtir [7.8].

Bu ¢alismada broilerlerde igme suyu ile probiyotik kullaniminin bagirsak mikrobiyotasina ve canh agirhga etkisinin
aragtirilmasi amaglanmugtir.

Materyal ve Metot

Etlik civciv: Denemede toplam 128 adet bir giinliik etlik civciv, (Ross 308, %50 disi-erkek ayrilmig olarak) kullanildi. Caligma,
her bolmede (1x2 m; 2 m?) 32 adet civciv (16 broiler/m?) bulunan iki deneme ve iki kontol gruplarinda gerceklestirildi.

Yem: Uretim dénemi boyunca kullamlan yemlerin tamamu (4 farkli donem, 0-12, 12-22, 23-37, 38-42 giinlerde olmak iizere
kodlanarak) genotip kitap¢iginda bildirilen sekilde ticari olarak saglandi.

Probiyotik: Tavuklarda probiyotik olarak Smart Prolive Broiler Likit (Bakin Tarim, Ankara), igme suyu ile onerildigi sekilde
(1/1000) kullanildi.
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Deneme: Calisma, deneme (probiyotik verilen) grubu ve kontrol grubu halinde yiiriitiildii. Civcivler, bireysel numaralama
ve tartim iglemi sonrasinda, kiimeste bulunan her bir bélmede 32 adet civciv (16 adet disi, 16 adet erkek; 16 civciv/im?)
olacak sekilde yerlestirildi ve 42 giin siireyle biiyiitiildii. Caligmada, bakim idare uygulamalan (sicaklik, havalandirma, yem/
su, aydinlatma vb) broiler bakim-idare ile ilgili standart uygulamalan icerecek sekilde gerceklestirildi. Degerlendirmeye
esas olan canli agirhik bulgular, 7, 14, 21, 28, 35 ve 42. giinlerde bireysel olarak tartilarak hesaplandi. Deneme ve kontrol
grubunda elde edilen performans verileri, SPSS istatistik paket program kullanilarak analiz edildi.

Kesim agamasinda (42.giinde) deneme ve kontrol gruplarinda her grubu temsilen 8 adet olmak iizere toplam 16 adet taze
digki numunesi ayn kaplara alind1 ve kodlandi. Kodlanan numuneler laboratuvara soguk zincir (2-8 °C) sartlaninda ulagtirildi.
Numunelerdeki mikrobiyom yeni nesil sekans ve metagenomik analiz ile belirlendi.

Mikrobiyom analizinin detaylan asagida sunulmustur.

Kodlanan numuneler membran gézenek boyutu 0,22 mm olan Sterivex-GP (Millipore, MA) kullamlarak filtrelendi.
Filtrasyondan sonra, gevresel DNA'y1 tutan membran dogrudan DNA ekstraksiyonu i¢in kullamildi. Elde edilen filtrat
kuru buzlu homojenizatér kullamlarak boncuk igeren tiiplerde homojenize edildikten sonra Qiagen Blood & Tissue DNA
Purification Kit kullamlarak DNA ekstraksiyonu yapildi. Tiim ekstraksiyonlar 3 tekrarl olarak gerceklestirilerek izolatlar
ayn1 havuzda birlestirildi.

Elde edilen DNA'nin bakteri i¢in 16SV3 gen bolgesi ¢ogaltildi. Illumina evrensel adaptorleri iceren 16SV3F (5°-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3") ve 16SV3R (5’- ACCGCGGCTGCTGGCAC-3’) primerleri ile 16S rRNA’nmn
yaklagik 200 bp uzunlugunda V3 fragmam amplifiye edildi. Tiim amplifikasyonlar 3 tekrarl olarak gerceklestirilerek ve
havuzlanarak kiitiiphane agamasinda kullamldi. PCR amplifikasyonlan, GoTaq® Flexi DNA Polimerase (Promega) ile
toplam 25 y1 hacimde T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) iizerinde iirertici protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. Amplifiye
edilmis DNA fragmanlan, 1x TAE icinde %2 agaroz jeli ile degerlendirilmis ve ThermoFisher Qubit 4 Fluorometer ile
nicel olciimii gerceklestirildi. Elde edilen PCR iiriinleri birlestirilip AMPure XP beads (Beckman Coulter) kullanilarak
saflagtirldi. Illumina Nextera XT Index Kit v2 kullamlarak ve “16S Metagenomic Sequencing Library Preparation” protokolii
izlenerek kiitiiphane hazirhiklar gerceklestirildi. ThermoFisher Qubit 4 Fluorometer ile nicel ol¢iimii gerceklestirildikten
sonra BioAnalyzer 2100 sisteminde kiitiiphane boyutlar kontrol edilip 2x150 PE kimyas1 kullanilarak Illumina iSeq 100
platformunda dizilendi.

Biyoinformatik analiz, Linux/Unix terminali iizerinden tamamlandi. FASTQC programi kullanlarak “.fastq” formath
ileri ve geri okuma dizilerinin kalite kontrolleri yapildi. Analizlerin devam “ObiTools” paketi kullamlarak yapildi.
“illuminapairedend” ile Phred puan1 20’nin iizerinde olan diziler hizalanarak birlestirildi. Bundan sonra, birlestirilmemis
okumalar temizlendi (obigrep), hem ileri hem de ters primerler kaldinld: (perl), cogaltilan veriler temizlenerek (obiuniq)
ve her bir 6rnek baghgindan gereksiz veriler sirasiyla kaldinld: (obiannotate). Daha sonra 2’den fazla tekrarh ve 100 baz
ciftinden uzun diziler kaydedildi (obigrep) ve bunlar i¢in ‘c10.1100" kisaltmasi kullamldi. ObiTools paketinden elde edilen
“ fasta” dosyalan, SILVA ve Geneious Prime arayiizii aracihfiyla blastlandi. SILVA ve Blast sonuglarinin degerlendirilmesi
i¢in sadece eslesme oran1 %97 'nin lizerinde olan sonuglar dikkate alindi.

Bulgular

Deneme ve kontrol grubunda kaydedilen canli agirhik bulgular: Tablo 1 de sunulmugtur. Tiim giinlerde probiyotik verilen
gruplarin ortalamas1 deneme grubuna gore yiiksek bulundu. Kesim agamasinda probiyotik verilen grupta canli agirhk 52
g daha yiiksek oldugu goriildii. Tiim dénemlerde elde edilen bulgular arasinda sayisal farklihk olmasina karsin, bulgular
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu.

Tablo 1. Canli agirlik bulgulart

Grup Canh Agirhk, g (Ortalama+St.Hata)

7.giin 14.giin 21.giin 28.giin 35.giin 42.giin
Deneme 180,0+2,19 |510,1 £6,66 |1084+14,40 |1821£22,9 |2611£31,5 |3364+38,1
Kontrol 176,0 2,19 |497,2+6,66 |1060+14,28 |1780+£22,5 |2565+30,9 |3312+374
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Mikrobiyom analiz bulgulari: Deneme ve kontrol gruplarindan saglanan taze diskilardan elde edilen mikrobiyom
analiz bulgulan Tablo 2 de sunulmugtur. Deneme grubunda, Firmicutes, Bacteroidales, Actinobacteriota, Protobacteria,
Gastranaerophilales ve Desulfovibrionaceae bakteri filumlari mikrobiyomu olustururken kontrol grubunda Firmicutes,
Bacteroidales ,Actinobacteriota, Protobacteria, Gastranaerophilales bakteri filumlar mikrobiyomu olugturdu ($ekil 1). Deneme
grubunda ortalama Firmicutes, Actinobacteriota ve Gastranaerophilales bakteri filumlar1 kontrol grubu ortalamalarina gére
daha yiiksek iken Bacteroidales ve Protobacteria bakteri filumlan daha diisiik olarak bulundu (Sekil 2). Ayrica numuneler
bireysel olarak degerlendirildiginde kontrol grubundaki dagilimin daha yaygin oldugu dikkati gekti (Sekil 3).

Tablo 2. Mikrobiyom analiz bulgular: (grublara ait ortalamalar)

Bakteri filumlar Grup (%)

Deneme Kontrol
Firmicutes 89,54 85,87
Bacteroidales 5,83 10,62
Actinobacteriota 2 1,19
Protobacteria 1 1,7
Gastranaerophilale 1,23 0,62
Desulfovibrionaceae 0,4 0

Sekil 1. Mikrobiyom analiz bulgular: (bireysel)
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Sekil 3. Firmicutes bakteri filumuna ait dagilim grafigi
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Tartigma ve Sonug

Elde edilen bulgulara gore probiyotik kullanilan grupta canli agirlik kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu. Bu sonucun
probiyotik kullanimimin canh agirhiga etkisinin aragtinldigi Hrncar ve ark. [9] ve Fesseha ve ark. [10] sonuglan ile benzer
oldugu goriildii.

Mikrobiyom analizi sonucunda probiyotik kullanilan grupta Firmicutes, Actinobacteriota ve Gastranaerophilales bakteri
filumlan kontrol grubu ortalamalarina gore daha yiiksek iken Bacteroidales ve Protobacteria bakteri filumlan daha diigiik
olarak bulundu. Wang ve ark. [11] probiyotikleri yem katkis1 olarak kullandiklar1 ¢caligmada mikrobiyotamin Firmuctes
bakteri filumu lehine degistigini bulurken, Memon ve ark. [12] probiyotik kullanimi sonrasinda Firmuctes, Bacteroidales ve
Protobacteria bakteri filumlarinin en ¢ok etkilenen bakteri filumlar1 oldugunu ve yararh bakteri gruplannin oransal olarak
arttigim belirtmigtir.

Bu ¢aligmada probiyotik kullanilan grupta canli agirhigin ilk haftadan itibaren kesim agamasina kadar tiim agamalarda yiiksek
bulunmasi, sindirim sistemi mikrobiotasimin {iniform yararl bakteriler olmas: ile agiklandi. Bu sonug, sindirim sistemi
mikrobiyotasinin diizenlenerek performansta iyilesme saglanabilecegini gosterdi.
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