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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

KOMBU CAYININ Escherichia coli 0157:H7 UZERINE ANTIBAKTERIYEL
ETKISININ ARASTIRILMASI

Maryam KARGAR AGHBOLAGH

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal

Veterinerlik Besin Hijyeni ve Teknolojisi, Tezli Yiiksek Lisans Programi

Damisman : Prof. Dr. Hilal COLAK

“Kombucha”, iilkemizde “Kombu” adiyla bilinen, bir grup faydali maya ve bakteriyi iceren
bir polisakkarit tabakasidir. Kombucha ile tatl bir tada ve uygun asitlige sahip Kombu ¢ay1
olarak adlandirilan fermente bir igecek {retilir. Bir yandan, antibiyotiklerin sayr ve
tiirlerindeki sinirlama, diger yandan bakteriyel enfeksiyonlarda ¢oklu ilag direncinin olugmasi,
insanligin yeni antibakteriyel kaynak arayisini arttirmaktadir. Bu baglamda, Kombu ¢ayinin
cesitli mikroorganizmalar {lizerinde gosterdigi antimikrobiyal etkiler de son zamanlarda
arastirilan konular arasinda yer almaktadir. Bu calisma, Kombu ¢ay1 olarak bilinen fermente
icecegin, Escherichia coli O157:H7 tlizerine antibakteriyel etkisinin arastirilmasi amaciyla
yapilmistir. Antibakteriyel aktivite disk difiizyon yontemi ile, hedef genlerin ekspresyonu ise
Real time PCR teknigi ile arastirilmistir.

Analiz sonuclarina gore, Kombu caymmin sulu ekstraktinin bakteri iizerinde 6nemli bir
inhibitdr etkisi oldugu ve bu organizmanin klinik belirtilerdeki viriilans gdstergelerinden biri
olan Stx2 gen ekspresyonu lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir azaltic1 etki gosterdigi
(P<0.01) bulunmustur.

Sonug olarak, Kombu c¢ay1 ekstraktinin Escherichia coli O157:H7’nin gelisimini ve
cogalmasini engelleyebilecegi, ayrica gen ekspresyonunu azaltabilecegi saptanmistir. Kombu
caymin antibakteriyel etkisinin daha iyi anlasilabilmesi igin c¢esitli patojenler iizerinde
arastirmalarin artirilmasi ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Haziran 2024, 72 sayfa.
Anahtar kelimeler: Kombu ¢ay1, Kombucha, Escherichia coli O157:H7, Antibakteriyel etki.
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION of ANTIBACTERIAL EFFECT of KOMBUCHA TEA on
Escherichia coli O157:H7

Maryam KARGAR AGHBOLAGH

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Food Hygiene and Technology

Programme of Food Hygiene and Technology

Supervisor : Prof. Dr. Hilal COLAK

Kombucha”, known as “Kombu” in our country, is a polysaccharide layer containing a group
of beneficial yeasts and bacteria. Kombucha produces a fermented beverage called
Kombucha, which has a sweet taste and appropriate acidity. On the one hand, the limitation in
the number and types of antibiotics, and on the other hand, the emergence of multidrug
resistance in bacterial infections, increases humanity's search for new antibacterial resources.
In this context, the antimicrobial effects of kombucha on various microorganisms are among
the topics that have been researched recently. This study was conducted to investigate the
antibacterial effect of the fermented beverage known as Kombucha tea on Escherichia coli
0157:H7. Antibacterial activity was investigated by disk diffusion method, and expression of
target genes by Real time PCR technique.

According to the analysis results, it was found that the aqueous extract of Kombucha had a
significant inhibitory effect on the bacterium and had a statistically significant reducing effect
(P<0.01) on Stx2 gene expression, which is one of the virulence indicators of this organism in
clinical symptoms.

In conclusion, it was determined that Kombucha tea extract can inhibit the development and
proliferation of Escherichia coli O157:H7 and also reduce gene expression. In order to better
understand the antibacterial effect of Kombucha tea, it is necessary to increase research on
various pathogens and elucidate its mechanisms of action.

June 2024, 72 pages.
Keywords: Kombucha tea, Kombucha, Escherichia coli O157:H7, Antibacterial effect.
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1. GIRIS

Gliniimiizde ¢esitli ilaglarin ve kimyasal koruyucularin zararlar1 ve yan etkileri nedeniyle,
bitkisel dogal bilesiklere ve faydali mikroorganizmalara olan ilgi artmaktadir. Ozellikle dogal
kaynaklardan elde edilen c¢esitli maddelerin antibakteriyel olarak kullanimi giindemde olan
arastirma konular1 arasindadir. Son yillarda, bilim ve endiistri diinyas1 bu bilesikleri gida ve ilag

sektorlerinde uygun alternatifler olarak sunmaktadir (Kapp ve Sumner, 2019).

Hastaliklarin 6nlenmesi ve iyilestirilmesi ig¢in en yeni yontemlerden biri, mikrobiyal
metabolitlerin ~ veya  zararsiz = mikroorganizmalarin  kullanilmasidir.  “Kombucha”,
tilkemizde “Kombu” adiyla bilinen, mantar ve bakterilerden olusan bir ortamdir. Kombucha,
aralarinda  Zygosaccharomyces, Pichia, Saccharomyces, Brettanomyces, Acetobacter,
Gluconobacter, Gluconacetobacter ve Lactobacillus tiirlerinin de bulundugu bir grup faydali
maya ve bakteriyi igeren bir polisakkarit tabakasidir. Kullanimi geleneksel Cin tibbina dayanan
Kombucha ile tatli bir tada ve uygun asitlige sahip Kombu ¢ay1 olarak adlandirilan fermente bir

icecek iretilir (Bhattacharya ve dig, 2020; Reva ve dig., 2015).

Kombu caymin probiyotik 6zellikleri, ¢ok ¢esitli faydali bagirsak mikroorganizmalarinin
varligindan kaynaklanmaktadir. Bu ¢ayin bilesiminde, bagisiklik sistemini giiglendirmede ve bir
cok biyolojik fonksiyonda etkili olan B12, folik asit, K vitamini gibi vitaminler, fosfor, metionin
ve antioksidan ozellige sahip bilesikler bulunmaktadir (Ivanisova ve dig., 2020; Zendeboodi ve
dig., 2020).

Ayn1 zamanda anti-diyabetik ve anti-kanserojenik 6zelliklere sahip oldugu da one siiriilen
Kombu c¢ayinin, sindirim fonksiyonunun iyilestirilmesinde de etkili bir roli oldugu
belirtilmektedir. Pseudomonas aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis gibi genis bir pH araliginda iireyebilen ve gida
zehirlenmelerine ve ¢esitli saglik sorunlarina neden olabilen farkli Gram pozitif ve Gram negatif
mikroorganizmalar iizerine de Kombu caymin antibakteriyel etkisi oldugu bildirilmektedir

(Bhattacharya ve dig., 2018; Rajaei ve dig., 2021).



Enterobacteriaceae familyasi, insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda dogal olarak yasayan
biiyiik bir Gram negatif basil grubudur. Bu bakteriler, patojenik ve firsat¢1 tiirlere sahip olan,
bagirsagin fakiiltatif anaerobik normal florasinin 6nemli bir pargasidir. Bu aileye ait bakteriler
bitkileri, topragi ve suyu Kkirletebilir. Apse, pndmoni, menenjit, septisemi ve idrar yolu
enfeksiyonlart gibi birgok klinik hastaliga neden olurlar (Bettelheim ve dig., 1998; Moxley,
2022).

Enterobacteriaceae familyasinin 6nemli tiirlerinden olan Escherichia coli (E. coli),
hayvanlarin ve insanlarin bagirsak sistemlerinin normal florasinda bulunan bir bakteridir. E. coli,
2-4 mikrometre uzunlugunda ve 1-1,5 mikrometre genisliginde, gram negatif cubuk seklinde bir
bakteridir ve baz1 suslarin yuvarlak uclu ve tek, ¢ift zincirli bir kapsiilii vardir. Bu bakterilerin
hiicre duvari, diger Gram negatif bakteriler gibi, murin lipoproteini, fosfolipid ve lipopolisakkarit

icerir (Anjum ve dig., 2021).

Insanlarda hastaliklara neden olan patojen E. coli tiirleri viriilans 6zellikleri, patojenite
mekanizmalari, Klinik sendromlar ve O:H serotiplerine gore siniflandirildiginda baslica;
enteropatojenik (EPEC), enterotoksijenik (ETEC), enteroinvasiv (EIEC), enterohemorajik
(EHEC), diffuz adherent (DAEC) ve enteroagregativ (EaggEC) olmak {izere alti grupta
toplanmaktadir (Keikha ve Rava, 2017).

E. coli O157: H7 gram negatif basil, fakiiltatif anaerob, 37°C’de pH 7,2’de optimum
tireyen, hareketli, % 6,5 NaCl i¢eren ortamda gelisebilen, donma sicakligina direngli, 1sinlamaya
ve 1sisal uygulamalara direngsiz bir bakteridir. 24 saatte sorbitolii fermente edememesi, p-
glukuronidaz enzim aktivitesine sahip olmamasi ve 44- 45°C’de gelisememesi veya ¢ok zor
gelisebilmesi ozellikleri ile diger E. coli suslarindan ayrilmaktadir (Callaway ve dig., 2009;
Mashood ve dig., 2006).

Insanligin kars1 karsiya oldugu zorluklardan biri, bakteriyel patojenlerin, mutasyon
sonucunda ¢esitli antibiyotiklere kars1 diren¢ gelistirmesidir (Afshar ve dig., 2021; Ahmed ve
dig., 2021). E. coli tiirleri de dahil birgok bakteri tiirlinde, zamanla gesitli antibiyotiklere direng
olusturan farkli genler ortaya ¢ikabilmekte ve bakteriler antibiyotiklere direncli hale
gelebilmektedir (Soltani ve dig., 2007; Vaez ve dig., 2022 ).



Bir yandan, antibiyotiklerin say1r ve tiirlerindeki sinirlama, diger yandan bakteriyel
enfeksiyonlarda c¢oklu ilag direncinin olusmasi, insanligin yeni antibakteriyel kaynak arayisini
arttirmaktadir. Bu baglamda, Kombu caymnin ¢esitli mikroorganizmalar iizerinde gosterdigi
antimikrobiyal etkiler de son zamanlarda arastirilan konular arasinda yer almaktadir. Bu ¢alisma,
Kombu ¢ay1 olarak bilinen ve Kombucha denilen bir tiir mantardan elde edilen fermente icecegin,

Escherichia coli O157:H7 tizerine antibakteriyel etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. Kombucha ve Kombu Cay1

Kombucha yaklasik 2000 y1l 6nce Cin’in Kuzeydogusunda kesfedilmistir. Kombucha’dan
iiretilen caya “sonsuz yasam iksiri” ya da “harika ¢ay” ad1 verilmis ve ylizyillar boyunca insanlar
tarafindan bagisiklik sistemini giiglendirmek ve saglikli yasam i¢in kullanilmistir. 20. yiizyilin
baslarinda, bu icecek Rusya ve Avrupa'da popiiler olmus ve cogunlukla tibbi amagclar i¢in
kullanilsa da daha sonra Birinci Diinya Savasi'nda yarali askerlere yardim etme amaciyla da

kullanildig1 bildirilmistir (Sittipo ve dig., 2019; Wang ve dig., 2022)

1950'lerde Fransa ve Kuzey Afrika'da popiiler olan Kombu ¢ayinin, 19601 yillarda
Isvigreli bilim adamlari tarafindan bagirsak iizerine yogurt benzeri ozelliklere sahip etkiler
gosterdigi ve ¢ok faydali oldugu iddia edilerek o zamandan beri bu icecege dikkat ¢ekilmistir
(Sreeramulu ve dig., 2000).

Kombucha mantar olarak anilsa da Kombucha bir mantar degil, bakteri ve mayadan
olusan bir kolonidir. Kombucha c¢ayi, bu bakteri kolonisinin sekere ve caya eklenmesi ve
karisimin fermantasyon siirecinin tamamlanmasi ile yapilir. Kombu cayi, yesil veya siyah ¢ay
esas almarak hazirlanmaktadir ve hazirlanmasina iliskin ayrintili bilimsel regeteler mevcuttur.
Kombu ¢ayinin tad1 fermantasyon sirasinda meyvemsi eksi tattan, bir siire sonra hafif sirke tadina
doniisiir. Ortaya ¢ikan sivi sitke, B vitaminleri ve bir dizi baska kimyasal bilesikleri de
icermektedir (Al-Mohammadi ve dig., 2021; Coelho ve dig., 2020; Igen ve dig., 2023; Yang ve
dig., 2022).

Kombu ¢aymin, yiliksek tansiyondan kansere kadar bir¢cok hastaligin onlenmesine ve
tedavi edilmesine yardimci oldugu iddia edilmektedir. Bu iddialarin birgogunun bilimsel
dayanag1 bulunmamaktadir. Halk arasinda paylasilan deneyimler, Kombu caymin, bagisiklik
sistemini giiclendirmek ve kabizlig1 onlemek de dahil olmak {izere probiyotik takviyelerine
benzer faydalara sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak Kombu ¢ayinin insan sagligindaki
roliine iligkin gecerli tibbi ¢alismalar olduk¢a sinirhidir ve diger yandan bu {iriinii tiiketmenin

dikkate alinmasi gereken riskleri de vardir. Kombu c¢ayr i¢enlerde mide rahatsizligi, cesitli



enfeksiyonlar ve alerjik reaksiyonlar gibi yan etkiler rapor edilmistir (Kaewkod ve dig., 2019;
Icen ve dig., 2023; Miranda ve dig., 2022; Motafeghi ve dig., 2023).

Kombu ¢ay1 genellikle evde steril olmayan kosullar altinda demlenmektedir ve bu durum
nihai iiriiniin kontaminasyon olasiligin1 artirmaktadir. Ornegin, bu iiriinii hazirlamak icin diisiik
kaliteli seramik ¢aydanliklar kullanildiginda, Kombu c¢ayindaki asitler seramik sirindan kursunu

¢ikarabileceginden kursun zehirlenmesi meydana gelebilir (Laureys ve dig., 2020).

Fermantasyon siireci, ilk dnce kiiltiir ortamindaki mayalarin sakkaroz sekerini pargalayip
glikoz ve fruktoz iiretmesini saglayacak sekilde gerceklesir. Fruktoz izomerizasyonla glikoza
dontistiirtiliir, bir sonraki asamada bu sekerler mayalar tarafindan tiiketilerek alkol ve CO:
tiretilir. CO2 icecekte kalir ve karbonatlagmasina neden olur. Alkol dogru miktarda tretildiginde,
biiyiimeleri ve iiremeleri i¢in karbon kaynagini kullanan bakterilerin biliylimesine ortam uygun
hale gelir ve bakteriler aktifleserek alkolii asetik asit, laktik asit, glukonik asit ve benzeri asitlere
dontistiiriir. Glukuronik asit. Bu igecek B vitaminleri ve folik asitin yani sira antibakteriyel

ozelliklere sahip osmik asit i¢erir (Ansari ve dig., 2019; Pei ve dig., 2020).

Kombu caymin saglik iizerine 6ne siiriilen baz1 olumlu etkileri ve o6zellikleri asagida

verilmistir: (Kapp ve Sumner, 2019)

Zengin antioksidan kaynagi olmasi: Kombu caymin ozellikleri {izerine, hastaliklari
lyilestirmeye ve tedavi etmeye odaklanilan bir¢ok arastirma yapilmistir. Bu igecek, giiclii
antioksidanlar igermekte olup, ayrica hastaliklara karsi korunmaya da yardimci olabilmektedir.
Kombucha enflamasyonu ve hastalik riskini azaltmaya yardimci olur. Ayrica detoksifikasyon

ozellikleri nedeniyle ¢esitli kanser tiirlerinin riskini potansiyel olarak azaltir.

Bagirsak saghgmm destekleyici etkileri: Kombucha surubu antioksidan ozelligi ile
sindirim sistemini serbest radikallerden korur. Yararhi asitler, probiyotikler, amino asitler ve
cesitli enzimler icermesi nedeniyle sindirim ve emilimde oldukca faydalidir. Bilim adamlari
tarafindan yapilan son arastirmalar, bu icecegin mide {ilserlerini Onleme ve tedavi etme
yetenegini kanitlamistir.

Akciger saghg iizerine etkileri: Silikozis gibi akciger hastaliklarinin tedavisinde bir

yontem olarak Kombucha igeceginden faydalanilmistir. Cinli bilim adamlari, igmenin yani sira



kombuchayr solumanin bile akciger hastaliklarini tedavi etmenin bir yolu olabilecegini

belirtmektedirler.

Ruh saghg iizerine etkileri: Kombucha sadece yiyeceklerin daha iyi sindirilmesine
yardimc1 olmakla kalmaz, ayni zamanda zihni de koruyabilir. Bu icecek yararli B grubu
vitaminleri, 6zellikle B12 igerir. Enerji seviyelerini ve konsantrasyonu iyilestirerek zihinsel
saglhig artirir. Elbette fiziksel sagligin da ruh sagligi iizerinde etkisi vardir. Depresyon bazen ince
bagirsak gibi sindirim sorunlarmnin bir belirtisi de olabilir. Bu ic¢ecek, fermantasyon islemi
sirasinda siyah ¢caydan miimkiin oldugu kadar ¢ok demir, kafein ve B vitamini emer. Kombucha
icecegindeki serbest demir, selasyon adi verilen 6zel bir siire¢ sayesinde kandaki hemoglobini
artirir, dokulara oksijen dagitimini iyilestirir ve hiicresel diizeyde enerji iiretim siirecini uyarir,

bdylece giin boyu enerji ve canliligin artmasina neden olur.

Giiclii antibakteriyel ozellik gostermesi: Kombucha caymin patojen bakterileri yok
edici etkisinin oldugu O6ne siiriilmektedir. Son yillarda, kombuchanin stafilokoklar, E. coli,

Shigella, Campylobacter ve Salmonella tiirlerine karsi antibakteriyel etkisi aragtirilmaktadir.

Diyabetin iyilestirilmesi ve tedavisi: Kombucha surubunun, son arastirmalara gore
antioksidan ozellikleri nedeniyle 6zellikle tip 2 diyabetin tedavisinde faydali olabilecegi rapor
edilmistir. Kombucha'daki organik asit pankreas: korumakta, ayn1 zamanda seker hastalarinda

genellikle zayif olan karaciger ve bobrek fonksiyonlarini da iyilestirebilmektedir.

Kardiyovaskiiler sistemin saghginin iyilestirilmesi: Kombu c¢ayinin kalp-damar
sorunlaria olduk¢a faydali olabildigi, trigliserit seviyelerini diisiirebildigi ve Kolesterolii dogal

olarak diizenleyebildigi bildirilmektedir.

Karacigerin korunmasi ve yenilenmesi: Karacigerin bir¢ok fonksiyonu onu hayati
oneme sahip bir organ haline getirmektedir. Tiiketilen tiim yiyecekler karacigerde islenir.
Kombucha c¢ayindaki antioksidanlar karacigerin korunmasinda ve yenilenmesinde faydalidir ve

ilag¢ ya da kimyasal madde kullaniminin zararlarini en aza indirebildigi 6ne siiriilmektedir.



2.2. Kombu Cayimnin Kimyasal Bilesimi ve Uretimi

Kombu ¢ayi, insanlarda bagirsak florasinin olugmasina ve sindirimin iyilestirilmesine
yardimc1 olabilecek ¢ok c¢esitli faydali probiyotik bakterileri iceren fermente bir igecektir.
Kombucha igeceginin diinyadaki popiilaritesi son yillarda hizla artmaktadir ve Kombucha'y1
hazirlamak pratik olarak ucuz ve kolaydir. Kombu ¢ay1 tiiketimi, kan1 temizleyerek ve bobrekleri
giiclendirerek bagisiklik sistemini destekler ve viicuttaki toksinleri ortadan kaldirabilir. Ayrica
bagirsaklar1 harekete gecirmede ve sindirim sistemini iyilestirmede de onemli bir rol oynar.
Bunun yani sira, kombucha, karbonhidratlarin otolizine, hiicre biiylimesine ve enerji iiretimine
yardimct olan B12 vitamini, Bl vitamini, kalsiyum, metiyonin, folik asit, K vitamini,
magnezyum, fosfor ve bakir agisindan da zengindir (Al-Mohammadi ve dig., 2021; Morales,
2020; Wang ve dig., 2023).

Kombucha faydali bir icecek olmasimna ragmen bazi kisilerde yan etkilere neden
olabilmektedir. Bu cayi, kanser, bobrek hastaligi, HIV veya kandida nedeniyle bagisiklik sistemi
zayiflamis kisiler, belirli ilaglar1 alan kisiler, ciddi agiz ve dis enfeksiyonu olan kisiler, kafein,
cay veya kahvenin etkilerine duyarli kisiler, ¢cocuklar, hamile veya emziren kadinlar dikkatli
kullanmalidir. Kombucha genellikle siyah veya yesil ¢ayla yapilir. Her ne kadar bu igecek
geleneksel demlenmis ¢aydan daha az kafein igerse de, kafeinin etkilerine duyarli kisiler asiri

tiiketirlerse kaygili veya endiseli hissedebilirler (Laureys ve dig., 2020; Morales, 2020).

Kombu ¢ayinin yapimi olduk¢a basittir ve genellikle siyah ya da yesil cay
kullanilmaktadir. Cayda kullanilmasi tercih edilen bitkinin yapraklar1 kaynatilarak yaklasik
olarak 5-10 dk demlenmeye birakilir. Daha sonra g¢ay yapraklar siiziilerek fermentasyon
sirasinda mikroorganizmalarin kullanacagi karbon kaynagi olan seker eklenir ve sicaklik
fermentasyona elverisli olana kadar beklenir. Sicakligin diismesiyle fermentasyonun baslamasini
saglayan maya- asetik asit bakterilerinin simbiyotik kiiltiiri olan Scoby eklenir ve aerobik
sartlarda fermentasyona birakilir. 7-20 giinliik fermentasyon siiresinin sonunda tekrar olusan
Scoby sivi kisimdan uzaklastirilir ve tekrar kullanilmak suretiyle muhafaza edilir. Geriye kalan

stvi sogutularak tiiketilir (Battikh ve dig., 2012; Bishop ve dig., 2022).



Kombu caymnin fermentasyonu mayalar ve asetik asit bakterilerin simbiyotik iliskisiyle
meydana gelmektedir. Mayalar ¢ayda bulunan karbon kaynaklarini etanol ve karbondioksite
dontistiiriirken, asetik asit bakterileri ise olusan etanolii asetik, glukonik asit gibi organik asitlere

oksitlemektedir (Bishop ve dig., 2022; Laureys ve dig., 2020).

Kombu ¢ayinin mikroorganizma popiilasyonunda kullanilan Scoby’nin tiir ¢esitliligi, bitki
tiirli, ortamin bilesenleri ve fermentasyon kosullart etkilidir. Ancak genel olarak baskin maya
trleri Zygosaccharomyces (Zygosaccharomyces bailii), Schizosaccharomyces
(Schizosaccharomyces pombe), Saccharomyces (Saccharomyces ludwigii), Saccharomyces
(S.cerevisiae), Torulaspora sp., Brettanomyces (Brettanomyces bruxellensis) ve Pichia sp. iken,
en ¢ok identifiye edilen asetik asit bakterileri Komagataeibacter (Komagataeibacter intermedius,
Komagataeibacter xylinus, Komagataeibacter rhaeticus, Komagataeibacter saccharivorans,
Komagataeibacter kombuchae) tiiriidiir. Ozellikle Komagataeibacter xylinus en iyi seliiloz iireten
tirdiir. Kombu ¢ayinin mikrobiyal yiikiinde laktik asit bakterilerinin (Lactobacillus, Leuconostoc,
Bifidobacterium) sayisi ise ¢ok azdir veya bu bakterilere hig rastlanmaz (Andreson ve dig., 2022;
Pei ve dig., 2020).

2.3. Enterobacteriaceae familyasi ve Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyas1 Gram-negatif basillerin en biiyiik ve en heterojen grubudur.
Klinik agidan 6nemlidirler ve en az 28 cins ve 7 bagirsak grubu ile 80'den fazla sus bilinmektedir.
Bu ailenin cinsleri biyokimyasal 6zelliklere, antijenik yapiya ve niikleik asit transfeksiyonuna
gore smiflandirilir. Enterobacteriaceae bakterileri diinya ¢apinda yayilmis olup hayvanlarin ve
insanlarin bagirsaklarinda yasalar ve bitkileri, topragi ve suyu kirletirler. Apse, pnémoni,
menenjit, septisemi ve idrar yolu enfeksiyonlari gibi bircok klinik hastaliga neden olurlar.
Enterobacteriaceae familyas1 bakterileri firsat¢i ve patojenik bagirsak bakterileri olmak iizere iki
gruba ayrilir. Bu ailenin Salmonella, Shigella ve Yersinia gibi bazi cinsleri her zaman
hastaliklarla iliskili olan bagirsak patojenleri arasindadir. Ancak Escherichia coli (E. coli),
Klebsiella ve Proteus gibi bazilar1 dogal bagirsak florasinda bulunmaktadir ve kosullar ortaya
ciktikca Ornegin plazmitler ve bakteriyofajlar araciligiyla patojenik genlerin edinilmesi,
mikrobiyal floranin karistirilmasi, mikrobiyal floranin yer degistirmesi vb. patojenik gii¢

kazanarak firsat¢1 enfeksiyonlara neden olabilirler (Miranda ve dig., 2022)



E. coli ilk kez Theodor Escherich adli bir Alman doktor tarafindan tanimlanmistir. 1885
yilinda bu organizmaya Bacterium coli adin1 vermis ve bu bakteriyi bagirsak enfeksiyonlarinin ve
bazi bagirsak disi enfeksiyonlarin ana patojenik ajani olarak tanitmuistir. Bacterium coli adi, 1919
yilinda Castellai ve Kalmers, Escherichia cinsini tanimlayip Escherichia coli adin1 verene kadar
yaygin olarak kullanildi (AbdelGhani ve dig., 2021).

Escherichia
Shigella

Salmonella
Citrobacter

Enterobacter
Klebsiella

Serratia

s Erwinia (non-GI)

Yersinia

Morganella

Proteus

Sekil 2.1. Enterobacteriaceae familyas1 (Moxley, 2022)

E. coli, fakiltatif anaerobik bir bakteridir ve insanlarda ve sicakkanli hayvanlarda
bagirsak florasinin bir pargasidir, ancak bazi suslar zatiirre, gastroenterit, idrar-genital hastaliklar
ve septisemi gibi hastaliklara neden olur. E. coli 'nin farkli patojenik varyantlari vardir.
Insanlarda ve hayvanlarda gesitli tiirlerde bagirsak ve bagirsak disi enfeksiyonlara neden olur

(Zarei ve dig., 2018).
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E. coli’nin baslica bulasma vollari:

e Kirmizi si8ir eti veya diger et iiriinlerinin yetersiz pisirilerek tiiketilmesi
e Kontamine sularin i¢ilmesi ve kirli sularda yiizmek

o Kontamine siit tiiketimi

e Pastorize edilmemis meyve sulariin tiiketimi

e Pigsmemis sebze ve kontamine meyve tliiketimi

olarak sayilabilir.

2.4. E. coli'nin simiflandirilmasi

E. coli'nin ¢esitli somatik antijen O tiirlerine gore smiflandiriimasi ilk kez Kaufman
tarafindan yapildi. Escherichia hermannii, Escherichia decarboxylata, Escherichia valensii,
Escherichia fergusoni, Escherichia coli ve Escherichia blatte olmak tizere gesitli tiirleri
tanimlanmistir. Bunlardan sonuncusu insan vakalarindan izole edilememistir. 1984 yilinda
yaymlanan Bergeys Manual adli kitapta DNA bulgularina dayanarak Enterobacteriaceae

familyasina ait 20 cinse yer verilmistir (Abu-El-Azayem ve dig., 2021)

Viriilans faktorlerinin  kazanilmasiyla E. coli suslar1 plazmidler, transpozonlar,
bakteriyofajlar ve patojenite lokuslar1 gibi bulasici genetik faktorler yoluyla patojenik suslar
haline gelirler. Patojenik E. coli, klinik semptomlara gore, diare yapan E. coli, idrar yolu patojeni
E. coli, menenjit ve septisemiye neden olan E. coli olarak gruplara ayrilir. Viriilans 6zelliklerine,
patojenik mekanizmaya ve klinik semptomlara bagli olarak ¢ogu durumda spesifik serogruplari
ve serotipleri mevcuttur. Diareye neden olan E. coli tipleri kendi iginde alt1 alt gruba ayrilir:
(Keikha ve Rava, 2017).

Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC): Az gelismis iilkelerdeki ¢ocuklarda ishalin ana nedeni.

Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC): 5 yasin altindaki ¢ocuklarda ishalin ve gelismekte

olan tilkelerde seyahat eden ishalin nedenidir.

Enteroinvaziv Escherichia coli (EIEC): Suslar1 goriinim ve patojenite agisindan Shigella'ya ¢ok

benzer ve Shigella benzeri ishale neden olur.
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Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC): EAEC susu, yaygiligi giderek artan yeni ortaya ¢ikan

bir patojendir.

Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC): Gelismis iilkelerde gida kaynakli ishalin

nedenlerinden biridir.

Diffuz Adherent Escherichia coli (DAEC): 1 ila 5 yas arasi ¢ocuklarda kansiz ishale neden olur.

ETEC, genellikle “turist ishali” olarak bilinen ve daha diisiik hijyen standartlarina sahip
iilkelere seyahat eden insanlarin karsilastigi hastalik durumuna sebep olur. Piring suyu
goriinimiinde ishal ve kramplar goriiliir ve genellikle semptomlar birka¢ giin i¢inde diizelir.
Bakterinin en 6nemli kaynagi insanlarin bagirsagi olarak goriilmektedir ve genelde kontamine
sudan bulasir. Cocuk oliimlerinde 6nemli bir sebeptir. EPEC yine benzer sekilde diisiik hijyen
standartlarina sahip ilkelerde goriilen ve fekal-oral yolla genellikle su kaynakli bulasan bir
patojendir. Tek bilinen rezervuari insanlarin bagirsaklart olan EIEC ise yine fekal-oral yolla

insanlara bulasabilmekte ve dizanteri benzeri hastalik tablosu olusturabilmektedir (FDA, 2012).

2.5. Escherichia coli O157:H7

Shiga-toksijenik E. coli (STEC), 200 ila 400 arasinda serotipi mevcut olan Shiga toksini
(Stx) tretebilmeleri ile karakterize olan bakterilerdir. Bunlarin iginde yalnizca bir kismi
insanlarda ciddi hastaliklara sebep olurlar ve EHEC olarak isimlendirilirler. EHEC kaynakli
vakalarin yaklasik ylizde 75’1 Escherichia coli (E. coli) O157:H7 susundan kaynaklanmaktadir.
E. coli O157:H7 susu, insanlar ve ¢iftlik hayvanlar1 arasinda 6nemli bir ortak patojen olarak one
cikmigstir. Gida yoluyla bulagan bu susun neden oldugu rahatsizliklar, asemptomatik gecebilecegi
gibi 6liimciil de olabilmektedirler (Mahmoudi ve dig., 2022; Moxley, 2022).

Vakalarda, normal ishal seklinde baslayip sonrasinda ciddi mide kramplarinin gorildigi
kanamal1 ishale donen, hemorajik kolit tablosu goriilebilir. Hastalik bazen daha da ilerleyerek
hemolitik {iremik sendrom (HUS) veya trombotik trombositopenik purpura (TTP) gibi hayati
tehdit eden rahatsizliklara da sebep olabilir. Pastorize edilmemis siit ve meyve sulari, kiyma,
marul, 1spanak ve hazir kurabiye hamuru gibi pek ¢ok gidadan kaynaklanmis vakalar rapor
edilmistir. Yogurt ve fermente sosisler gibi diisitk pH’l1 gidalardan da kaynaklanabilecegi 6ne

stirtilmistiir.
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Ozellikle ¢ocuklar ve bagisiklik sistemi zayif olan bireyler igin tehlikelidir. Krymanin iyi
pisirilmesi, meyve ve sebzelerin akan su altinda iyice yikanmasi, ¢ig siit ve siit {irtinlerinin
tilketilmemesi alinabilecek 6nlemlerdir (Callaway ve dig., 2009; FDA, 2012; Laurenson ve dig.,
2021).

Verotoksijenik E. coli suslart vero salgilarlar. Verotoksin hiicrelerini 6ldiirme
yeteneginden ve salgilanan Shiga norotoksine benzerliginden dolay1 Shiga benzeri toksin 1 olarak
adlandirilmistir. Bunu iireten gen ayni zamanda bakteriyofaj genomunda da yer almaktadir
Hemorajik kolit dahil tehlikeli sendromlara neden olur ve ardindan 6zellikle bobrek yetmezligi

meydana gelebilmektedir (Sittipo ve dig., 2019)

Son yillarda Escherichia coli O157:H7 susu, insanlar ve ¢iftlik hayvanlar1 arasinda 6nemli
bir ortak patojen olarak one ¢ikmistir. Gida yoluyla bulasan bu sus, insanlarda hemolitik iremik

sendromun (HUS) nedenidir (Moxley, 2022).

Enterohemorajik E. coli ¢cogu tilkede gida kaynakli enfeksiyonlarin baslica nedeni olarak
bilinmektedir ve bu suslarin izolasyonu igin sorbitolii fermente edememeleri nedeniyle sorbitol

agar gibi segici besiyerleri kullanilmaktadir (Zarei ve dig., 2018)
2.6. Kombucha’min Antimikrobiyel ve Antifungal Etkisi

Kombu ¢aymnin baldaki antibakteriyel etkisini arastiran bir aragtirmada, balda 1:5
oraninda hazirlanan kombinasyonunun bazi mikroorganizmalar iizerindeki antibakteriyel etkisi
test edilmistir. Pseudomonas aerogenes, S. aureus, E. coli ve Enterococcus faecalis tizerine 2, 4,
8, 16, 32, 64, 128 ve 256 mg/ml olmak {izere 8 farkli konsantrasyonun etkisi incelenmistir. Bu
arastirmada antibakteriyel etkinin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Sonuglar
Gram pozitif ve negatif bakteriler arasinda en fazla antibakteriyel etkinin sirasiyla 128 ve 256
mg/ml'lik konsantrasyonlarda Enterococcus faecalis ve E. coli iizerinde oldugunu gostermistir.
Oldiiriicii etkinin de artan konsantrasyonla orantili olarak arttig1 bildirilmistir (Soltani ve dig.,
2020).
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Battikh ve dig. (2013), yaptiklar arastirmada, Kombu ¢ay1 hazirlanmasinda siyah ¢ay ile
iki sifali bitkinin kombinasyonunu kullanmiglardir. Antibakteriyel ve antifungal aktivite
degerlendirildikten sonra tatmin edici sonuglar gozlendigi ve Kombu c¢ayinin antibakteriyel
etkisinin yalnizca asetik asit ve diger organik asitlerin neden oldugu asitlikten kaynaklanmadig,
daha ziyade proteinler, antibiyotikler, enzimler ve diger biyosentez iiriinleri gibi biyolojik

bilesiklerin varligindan kaynaklandigi rapor edilmistir.

Kombucha ile fermente edilmis soya fasulyesi proteininin antibakteriyel etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada, bu igecek ile asetik asidin S. aureus, E. coli ve Bacillus subtilis
tizerindeki inhibitor etkisi karsilastirilmistir. Sonuglar, fermente edilmis soyanin kombucha ile
kombinasyonunun bakteriler iizerine inhibe edici etkisinin daha yiliksek oldugu ve iiretilen asetik

asidin tek basina antibakteriyel aktiviteden sorumlu olmadig belirtilmistir (Tu ve dig., 2019).

Mizuta ve dig. tarafindan 2020 yilinda yapilan bir arastirmada, Kombu ¢ayinin
Alicyclobacillus spp. iizerine antibakteriyel etkisi aragtirilmistir. Bu ¢alismada, Kombucha ile
fermente edilen yesil ¢aydan elde edilen ekstraktin aktivitesi test edilmis ve minimum inhibit6r
konsantrasyonun ve antibakteriyel konsantrasyonun %12,5 ila %50 araliginda gézlemlendigi

tespit edilmistir.

Vohra ve dig. (2019) tarafindan Malezya'da yapilan bir ¢alismada, fermantasyon
stiresindeki degisikliklerin Kombu ¢aymnin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri tizerindeki
etkileri arastirilmis, yesil ¢ay ile hazirlanan Kombu ¢aymnin disk difiizyon yontemini kullanarak
yapilan antimikrobiyal aktivite degerlendirilmesinde; bu ¢ayin E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,
B. subtilis ve S. marcescens'e kars1 iyi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.
Bu caligmanin aksine, Brezilya'da 2022 yilinda siyah ve yesil Kombu ¢aymnin antibakteriyel
aktivitesinin degerlendirildigi bir aragtirmada, siyah ve yesil Kombu ¢ayinin, S. aureus, Shigella
flexneri ve Salmonella typhimurium'a karsi antibakteriyel aktivite gostermedigi belirtilmistir
(Barbosa ve dig., 2022).
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Bassyouni ve dig. (2023) tarafindan Misir'da yapilan bagka bir arastirmada, Kombu
caymin vorikonazol ile kombine edilmesinin klinik izolatlarin vulvovajinal kandidiyazise kars1
antifungal aktivitesi incelenmistir. Arastirmada, 89 sus izole edilmis ve 60 izolatin degisken
diren¢ gosterdigi (57 izolat vorikonazole direngli iken 3'inde doza bagli duyarlilik oldugu)
belirlenmigtir. Kombu c¢ay1, vorikonazoliin MIC50 degerini tiim suslara karsi S'ten 0,625
pug/mL'ye (P<0,01) 6nemli olgiide azaltirken, MIC90 degerinin 10'dan 1,25 pg/ml'ye distiigi,
0,156 pg/mL konsantrasyonundaki vorikonazoliin tek basina kullanimi ile karsilastirildiginda,
Kombu ¢ay1 siipernatantinin eklenmesinden sonra 18 susun olusturdugu biyofilmleri yok etmede

basarili oldugu rapor edilmistir.

Misir'da yapilan bir diger arastirmada, Kombu g¢ay1 ekstrakti ile ¢inko oksit
nanopartikiillerinin antibakteriyel aktivitesi arastirilmis, bu kombinasyonunun antibiyotik
kullanmak yerine bakteriyel diren¢ sorunlarinin iistesinden gelmede umut verici bir gelecege

sahip oldugu bildirilmistir (El-Fallal ve dig., 2023).

Brewer ve dig.’nin 2021 yilinda ABD’de yaptiklari bir ¢alismada, ev yapim: Kombu ¢ay1
fermantasyonu sirasinda yerel mikrobiyotadaki degisiklikler ile E. coli ve Salmonella'nin hayatta
kalmas1 arastirilmistir. Bu calismanin sonuglari, kombucha ve kombu cayr hazirlamak igin
kullanilan ¢ay bazinda Salmonella ve E. coli'nin hayatta kalmasinin, evsel ortamlarda kullanilan
ve ticari olarak temin edilebilen Kombucha ¢esitlerindeki dogal farkliliklara bagli oldugunu
gostermistir.  Bakteri  kontaminasyonunu 6nlemek ve Kombu g¢ayr tiiketiminden
kaynaklanabilecek hastalik riskini azaltmak igin Ozellikle ev ortaminda hazirlanan caylarda

hijyen 6nlemlerine dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmustir.

Coelho ve dig. (2022) tarafindan Minas Frescal peynirinin tiretiminde Kombucha'nin E.
coli ve S. aureus'a karsi antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. Bu amagla, deneysel olarak
kontamine edilerak {iretilen peynirlere Kombucha eklenmesiyle asitlik derecesi, toplam bakteri
sayisi, maya, koliform, laktobasil sayilarinda ve sertlik ile yapiskanlik degerlerinde &nemli

degisiklikler gozlendigi rapor edilmistir.
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Akarca (2021) tarafindan yilinda yapilan bir ¢alismada, bogiirtlen, ahududu gibi bazi
kirmizi meyveler ile iretilen Kombu c¢aymnin fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal
ozellikleri ile antibakteriyel ve antifungal etkileri arastirilmistir. Fermantasyon sonunda
orneklerde en ¢ok potasyum ve magnezyum tespit edilmistir. Ayrica tiim Orneklerde katesin ve
gallik asit saptanmistir. Bogiirtlenle iiretilen drnekler tiim kriterlerde en ¢ok begenilenler olmus,
bogiirtlen iceren orneklerde en yiiksek antibakteriyel ve antifungal etki S. aureus ve Rhizopus

nigricans iizerinde (zon ¢ap1 24,36 ve 20,53 mm) tespit edilmistir.

Siyah ve yesil caydan yapilan kombu ¢ayinin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerinin
karsilastirildigi baska bir ¢alismada, geleneksel Kombucha Kkiiltiiriiyle yesil ve siyah cay
demlenerek fermente edilen Kombu ¢ayinin, bazi patojen bakteriler ve klinik Candida tiirlerine
kars1 antibakteriyel/antifungal aktiviteleri agar difiizyon yontemi kullanilarak arastirilmustir.
Arastirma sonuglari, her iki Kombu ¢ayinda da antimikrobiyal potansiyel oldugunu gostermis,
yesil ¢ay ile fermente edilerek iiretilen Kombu caymnin en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir. Sonuglara gore, Staphylococcus epidermidis (22 mm), Listeria
monocytogenes (22 mm) ve Micrococcus luteus (21,5 mm) genis inhibisyon bdlgeleri gostermis,
bunun yani sira, Kombu yesil ¢ayinin Candida parapsilosis'e kars1 gosterdigi antifungal etki
onemli bulunmustur (Battikh ve dig., 2013).

Sreeramulu ve dig. (2000) tarafindan yapilan bir aragtirmada ise, fermantasyonda
sakkarozlu (%10 w/v) ¢ay suyu iginde ek olarak bir starter kiiltiir kullanilarak hazirlanan Kombu
caymin antimikrobiyal aktivitesi bir dizi patojenik mikroorganizmaya karsi arastirilmistir.
Calismanin sonuglarina gore, S. aureus, Shigella sonae, E. coli, Aeromonas Hydrophila, Yersinia
enterolytica, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloaca, Staphylococcus epidermis,
Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis’in Kombu ¢ayina duyarli oldugu rapor edilmistir.
Kombu c¢ayinda olusan yiiksek miktarda asetik asitin bu inhibitér etkiden sorumlu olabilecegi
ancak, asetik asit ve bilylik proteinler disinda antimikrobiyal bilesiklerin de Kombu ¢ayinda

varli@ina isaret etmektedir.
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3. YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kombu Cay1 Uretimi ve Ekstraksiyonu

Kombu c¢ayi iiretimi igin, 60 g glikoz. 30 gram sirke ve siyah ¢aydan demlenmis ¢ay ve
Kombucha mantar1 kullanildi. Ilk olarak, 3 L su kaynatilarak bir caydanlikta 20 g kuru siyah
caydan (yaklasik 4-5 ¢orba kasigi) ¢ay demlendi. Demlenmis ve siiziilmiis ¢ay igine glikoz ve
sirke ilavesinden sonra, Kombucha mantar1 eklenerek karisimin iizeri ince bir bezle kapatildi ve
karanlik bir dolapta 10 giin bekletildi. Siire sonunda, siipernatant sivi filtre kagidindan
stiziildiikten sonra, azot atmosferi altinda kuruluga kadar uguruldu. Kalint1 1:1 oraninda distile
suda ¢ozildikten sonra, bu stok ekstrakttan seyreltmek suretiyle seri sulu ¢ozeltiler (20-100

mg/ml araliginda) hazirlandu.

3.1.2. Laboratuvarda Kullamlan Alet-Ekipman ve Cihazlar

Hassas terazi (Sartorious CP 2245), karistirict vortex (Velp Scientifica Rx3), membran
filtre (Milipore, 0,45 mikrometre), filtre kagidi (Macherey-Nagel), buzdolabi (Bosch Dynamic
No-Frost), Real time PCR cihaz1 (QiaGen), otoklav (Hirayama HG133), inkiibatér (Velp
FTC120), elektroforez cihazi (BioRad), nanodrop cihazi (ThermoNanoDrop 2000c) su banyosu
(Memmert WNB22), santrifiij (Thermo-Fischer Sorwall MX120), cam ve metal laboratuvar

malzemeleri.

3.1.3. E. coli O157:H7 Uretimi
E.coli O157: H7 (ATCC 43895) susu LB Broth (Merck, M110285) ortaminda
kiiltiirlendi. Ayirici tanis1 Sorbitol Macconkey Agar (Merck, 1.00213) besiyerinde yapildi.

3.2. YONTEM

Bu calismada yapilan tiim islemler ve analizler Sekil 3.1°de sematize edilmistir.
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3.2.1. Disk Difiizyon Yontemi Kullanilarak Antibakteriyel Etkinin Belirlenmesi

E. coli O157:H7’nin duyarliligi, disk difiizyon yontemi ile ve CLSI 2019 yonergelerine
gore test edildi. Once kat1 besiyerinde 24 saatlik bakteri kiiltiirii hazirland1. Daha sonra, bir 6ze
kullanilarak, saf kiiltiirden alinan tek bir koloni, steril fizyolojik tuzlu su igine aktarildi. Elde
edilen siispansiyonun bulanikligi 0.5 McFarland bulaniklig1 ile kontrol edildikten sonra, Mueller
Hinton Agar (Merck. 1.03872) besiyerinde iretildi. Daha sonra 1:1 oraninda hazirlanan stok
kombu cay1 ekstresinden seyreltilerek hazirlanan seri dilisyonlar emdirilerek kurutulmus steril
kagit diskler (6 mm capinda), kiiltiir ortamina yerlestirilerek 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan antibakteriyel aktivite, inhibisyon bdlgelerinin mm cinsinden (6 mm disk dahil)
Olgiilmesi ve kaydedilmesiyle degerlendirildi. Kombu ¢aymnin antibakteriyel potansiyelini
belirlemek amaciyla, ticari antibakteriyel ajanlarla yapilan paralel bir analiz ¢alismasi tetrasiklin
diskleri kullanilarak yapildi. Bu amagla, antibiyotik diskleri kiiltiir ortamina yerlestirildikten
sonre, 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, bakteriyel duyarlilik sonuglari, CLSI 2019
tablolarinda belirtilen degerlere gore kontrol edildi (Hemeg ve dig., 2020)

3.2.2. Molekiiler Analiz i¢cin Kaynatma Yéntemi Kullamlarak DNA Ekstraksiyonu

E. coli O157:H7’nin DNA'si1 ekstrakte etmek i¢in dnce bakteriyi igeren 500 ul LB broth
besiyerinden alindi ve 1,5 ml'lik mikro tiiplere aktarildi. Mikro tiipler 1sitilmak {izere Su
banyosunda 96°C sicaklikta 15 dk benmari usulii bekletildi. Benmariden ¢ikarildiktan sonra
soguk sok igin derhal buza aktarildi ve ardindan buzdolabinin derin dondurucu kisminda 3 dk
bekletildi. Pargalanmis duvari ve bakterilerden salinan igerigi ayirmak igin, iki dk boyunca

13,000 rpm'de santrifiij yapildu.
3.2.3. Nanodrop Kullanilarak DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA'y1 yukaridaki yontemde bakterilerden ayirdiktan sonra, DNA konsantrasyonunu
6l¢mek icin ThermoNanoDrop 2000c Nanodrop cihazi kullanildi.

3.2.4. Genlerin PCR Yontemi ile Tanimlanmasi

PCR i¢in kullanilan malzemeler Tablo 3.1'de, PCR'de kullanilan primerlerin 6zellikleri

Tablo 3.2' de ve her bir reaksiyonun sicakligi ve siiresi ise Tablo 3.3' de verilmistir. “Master mix”
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hazirlandiktan sonra istenen DNA oOrnekleri PCR Master mix’e aktarildi ve ornekleyici
kullanarak dikkatlice pipetlendi. Daha sonra bilinmeyen DNA ve kontrol DNA (ATCC 25922)
iceren PCR karisimlart hazirland: (testte kontaminasyonun onlenmesi igin her bir PCR testi
serisinde pozitif kontrol ve negatif kontrole ait DNA ornekleri bilinmeyen PCR o6rnekleri ile
birlikte alinmalidir) ve termocycler igerisine yerlestirildi. Tiim primerler Blast'ta ve primerlerin

kalitesi ise OligoAnalyzer yazilimi ile kontrol edildi.

Tablo 3.1. PCR i¢in kullamilan malzemeler

Mikrolitre (ul) cinsinden miktar Gerekli malzemeler
12/5 Master mix
1 Primer forward
1 Primer reverse
9/5 DD water
1 DNA template
25 Total hacim

Tablo 3.2. PCR i¢in kullamilan primerlerin oézellikleri

Dizilim (5°-->3") Primer Gen
5 atggaagcccagaaaggatt3” Reverse Tetm
5°tgcccttttggaaatctcag3” Forward
5°tcgtggcacctaaaaatgaa 3° Reverse Tet
5 cgctttatgcgtttatgcag3” Forward y
5°gaaagctgcctgttccaaag3” Reverse Tetk
5°gaaagagcctgatgcactcc3® Forward
5°ccttcgggatgtagagettg3 Reverse Tetf
5°ctgtaccacgaatccgacct3® Forward

Tablo 3.3. PCR i¢in kullanilan sicaklik ve siireler

Faktor Sicaklik (°C) Siire

Genler tetA,B,C,D,G tetg,H tetA,B,C,D,G tetg,H
Baslangi¢ denaturasyonu 95 95 5dk 5 dk
Denaturasyon 95 95 20 sn 20 sn
Annealing 55 53 20 sn 20 sn
Extension 72 72 20 sn 20 sn

Final extension 72 72 5 dk 5 dk
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3.2.5. Elektroforez

Agaroz jel igeren bir tepside yer alan kuyulara, hazirlanan PCR 6rneginden 6 pl yavas
yavas aktarildi. Elektroforezden sonra jel cikarilarak Gel-Doc cihazina yerlestirildi. Jelin
goriintiisii cihazda ayarlanarak fotograflandi. Bu bilgiye gore ve ayrica pozitif kontrol susundan
elde edilen genler kullanilarak, arastirilan 6rneklerin her birinde istenen genlerin varligi veya
yoklugu belirlendi.

3.2.6. Real Time PCR (RT-PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), in vitro kosullarda DNA dizilerinin ¢ogaltilmas1
esasina dayanmaktadir. PCR, basit, spesifik ve hassas bir tekniktir. U¢ basamaktan (denaturation,
annealing, primer extension) olusan islem, bir PCR devrini temsil eder. Bu islem, genel olarak 25
ile 40 defa tekrar edilerek baslangigtaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA pargacigi
cogaltilir. Son yilllarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik doéngiileri saglamak i¢in kullanilan
cihazlarin (thermocycler) hassas Ol¢iim aletleriyle birlestirilmesi, Real-time PCR olarak
adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. Real-time PCR’da iiriinlerin analizi
reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor
Otesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Real-time
PCR iiriinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalardan ya
da diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. Bu ¢alismada. PCR sonucunda elde edilen DNA
parcaciklar1 agaroz jellerde yiiriitiildiikten sonra, ethidium bromid veya giimiis nitrat ile

boyanarak sonuglar degerlendirildi.

3.2.7. E.coli 0157: H7 Uretilmesi ve RNA Ekstraksiyonu

E. coli O157: H7 ile kat1 besiyerinde 24 saatlik bakteri kiiltiirii hazirlandi. Daha sonra, bir
0ze kullanilarak, saf kiiltiirden alinan tek bir koloni, steril fizyolojik tuzlu su igine aktarildi. Elde
edilen siispansiyonun bulanikligi 0.5 McFarland bulaniklig: ile kontrol edildikten sonra, Mueller
Hinton Agar (Merck. 1.03872) besiyerinde iiretildi. Daha sonra 1:1 oraninda hazirlanan stok
kombu cay1 ekstresinden seyreltilerek hazirlanan seri sulu ¢ozeltilerden emdirilmis diskler kiiltiir
ortamina yerlestirilerek 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan diskin -etrafindaki
bakterilerden RNA ekstrakte edildi. Daha sonra hiicreler, asagida tarif edildigi gibi RNA

ekstraksiyonu ve cDNA sentezi i¢in kullanildi.
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Tim plastik kaplar ve c¢aligma masast %70’lik alkol ile iyice temizlendi. Toplanan
bakteriler diskin etrafindaki kuyucuklara aktarildi. 6 oyuklu plakanin her oyuguna 500 pl Trisol
dokiildiikten sonra, 20 dk oda sicakliginda bakteriler tamamen yok olana kadar bekletildi. Daha
sonra 6 oyuklu plakanin her bir oyugunun igerigi 2cc'lik tiiplere aktarildi ve tiipler buza
konularak, tiim islemler buz iizerinde gergeklestirildi. Ardindan, tiiplerin her birine yaklagik 200
ul kloroform eklendi ve yavasca tersine dondiirtilerek 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Tiipler
12000 devirde 10 dk santrifiij edildi ve her bir tiipiin slipernatanti orta faz1 bozmadan yeni 2 cc'lik
tiiplere dikkatlice aktarildi.

Daha sonra her bir tiipe 6rnek hacminin 2,5 kati soguk izopropanol eklendi ve tiipler birkag
kez ters cevrilerek 24 sa 70°C’de buzlukta bekletildi. Ertesi giin tiipler oda sicakligina alinarak,
tiplerin igindeki siviyr eritmek icin tiipler 12000 devirde 10 dk santrifiij edildi. Tiiplerin
tizerindeki sivi dokiildii, Ardindan tiiplerin her birine 20 ul dietilpirocarbonat (DEPC) su
dokerek, 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra Nano drop cihazi ile optik absorbansi
(OD) ve ml basina ng cinsinden konsantrasyonlari dlgiildii. Ekstre edilen RNA'lar, 1X TAE

tamponu kullanilarak %?2 agaroz jel numunesi tizerinde elektroforeze tabi tutuldu.

Kuru Nano Dropta dikkat edilmesi gereken noktalar: 260 nm'de RNA ve DNA'nin

OD’si 280 nm'de olusur ve absorbans 280 nm'de protein kontaminasyon miktari ve 230 nm,
polisakkarit/polifenol kirliligi miktarin1 gostermektedir. Bu nedenle 260/280 ve 260/230
absorpsiyon oranlart RNA'nin safligini ifade etmektedir, dolayisiyla 1,8 ile 2 arasinda bir orana

sahip numuneler kontaminasyon agisindan en iyi kaliteye sahip olmaktadir.

TAE 50X (Tris-asetat-EDTA) hazirlamsi: 242 gr tris tizerine, 57,1 ml glasiyal asetik

asit ve 100 ml 0,5 M Sodyum EDTA eklendikten sonra deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi ve
potasyum hidroksit ile pH" 8,5'e ayarlandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edildi. TAE 50X
tamponundan TAE 1X tamponu hazirlamak i¢in 20 ml TAE 50X stogu 980 ml deiyonize su ile 1
litreye seyreltildi.
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3.2.8. MMLYV Enzimi Kullanilarak Tek Sarmalli cDNA Sentezi

Mevcut protokollere gore iiretilen oligoniikleotidler Cinacloon firmasindan (Cinacloon
Co., iran) liyofilize formda temin edildi. Oligoniikleotitlerin seyreltilmesi i¢in steril ve niikleaz
icermeyen TE tamponu (pH 7,0) kullanildi. 0,2 uM hekzamer primer ile kopyalanan 1 pg toplam
RNA ters kopyast ve 1 pl diniikleotidtrifosfat (ANTP) ve DEPC ile karistirildiktan sonra, 65°C’de
5 dk inkiibe edildi, Daha sonra, tiipler PCR sistemine yerlestirildi ve ¢cDNA sentezlemek igin
cihaza program girildi (25 °C’de 10 dk, 42 °C’de 60 dk ve 72 °C’de 10 dk)

3.2.9. Primer Hazirlanmasi

Kullanilan primerlerin bilgileri Tablo 3.4’de verilmektedir.

Tablo 3.4. Kullanilan primerlerin 6zellikleri

Primer dizilisi Primer ad1
GCAAGCCACGTTTCTCG Gyraz-F
GGAAGCCGACCTCTCTGATG Gyraz-R
CCCTCTGACATCAACTGCA STx1-f
GACTTCTCGACTGCAAAGACG sTx1-r
AATGTGCTTCCGGAGTATCG sTx2-f
TCGCCAGTTATCTGATTCTG STX2-r

Tablo 3.5. QPCR i¢in gerekli malzemeler

Miktar (ul) Reaksiyon bilesikleri (20 pL)
7 DEPC
10 Mastermix 2x Real time PCR
1 cDNA (1 pg/ml)
1 Forward primer

1 Reverse primer
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Tablo 3.6. Kullanilan termocycler program cizelgesi

Islem Sicaklik Siire Kopya sayis1
Initial denaturation 94 °C 10 dk 1
Denaturation 94 °C 15sn
Annealing 59 °C 30 sn

40
Extension 72 °C 25sn
Final extension 72 °C 5 dk 1

3.2.10. Gen Ekspresyonu (ifadesi) Veri Analizi

Her 6rnek i¢in Ct (threshold cycles) esik dongiisii belirlendi. GirazR geninin Stx1 ve Stx2
genleri i¢in her Ornekte ifade diizeyi ve Ct degerlerinin kullanimi hesaplandi. Real time PCR
verilerinin analizinde istenilen genin ekspresyon diizeyi, ACt olarak da adlandirilan housekeeping
genlere gore Olglildii. Reaksiyon bittikten sonra cihazda olusturulan ham reaksiyon ilerleme
egrisi, hesaplama tablosu ve standart egriyi iceren degerlendirme verileri, cihazin yazilimi
geregince, delta delta (AACt) olarak bilinen hesaplama yontemi kullanilarak gen ifadesi veri

analizleri yapildi.

3.2.11. istatistiksel Analiz

Oncelikle, Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak verilerin normalligi agisindan veri
dagilimi kontrol edildi. Daha sonra iki veya daha fazla grup igin hesaplanan bir degiskenin
varyanslarinin esitligini degerlendirmek amaciyla ¢ikarimsal bir istatistik olan Levene testi
kullanildi. Verileri analiz etmek ve ortalamalar arasindaki farki bulmak i¢in One-way ANOVA
testi, coklu Kkarsilagtirmalar igin Duncan ¢oklu aralik testi uygulandi. Veri analizi,

SPSS versiyon 21.0 ve LinReg versiyon 11.0 yazilimi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1 E. coli 0157:H7 Uretimi ve Antibiyogram Sonuglar
Sorbitol MacConkey Agar besiyerinde kiiltire edilen E. coli O157:H7 sorbitol
tilketiminin olmamasi nedeniyle renksiz koloniler vermekte, E. coli ise pembe koloniler ile

gozlemlenmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Sorbitol MacConkey Agar besiyerinde iireyen E. coli O157:H7 ve E. coli kolonileri

E. coli O157:H7 susu igin tetrasikline karsi antibiyogram analizi antibiyogram disk
difiizyon yontemi kullanilarak yapilmistir. Farkli tetrasiklin konsantrasyonlarinda E. coli
O157:H7 igin elde edilen zon boyutlar1 Tablo 4.1°de, antibiyogram goriintiisii ise Sekil 4.2°de

verilmigtir.
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Sekil 4.2. Tetrasiklin disklerinin E. coli O157:H7 iizerindeki inhibisyon etKkisi

Tablo 4.1 Farkh tetrasiklin konsantrasyonlarinda E. coli O157:H7 i¢in zon boyutlar:

Tetrasiklin konsantrasyonlari Zon boyutu (mm)
(ng/ml)

0 0

20 7,2

40 10,3

80 13,1

100 14,4

200 20,1

4.2 Kombu Cay1 Ekstraktlarina ait inhibisyon Testleri

Disk difiizyon yontemi ile yapilan inhibisyon testlerinde disklere emdirilmis farkli
konsantrasyonlarda kombu c¢ay1r sulu ekstraktlarmin E. coli O157:H7 tizerinde gosterdigi
inhibisyon arastirildi. En etkili inhibisyon konsantrasyonu 80 mg/ml olarak belirlendi. (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Kombu ¢ayi i¢in inhibisyon konsantrasyonu belirlenmesi
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4.3 E. coli O157:H7 icin Farkh Genlerin Mevcudiyetinin Belirlenmesi
Bu arastirmada incelenen E. coli O157:H7 susunda PCR yontemi ile farkli genlerin
varligi arastirllmis, PCR sonrasinda h ve F genlerinin bulunmadigi tespit edilmistir. Jel

elektroforez sonucu Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Sekil 4.4. E. coli O157:H7 susunda h ve F genlerinin yoklugu

Test edilen E. coli O157:H7 susunda PCR yontemiyle B e dc geni tespit edilmis ve 400 bp

bandi olan %1,5 jel lizerinde yapilan elektroforez sonucu Sekil 4.5'te gosterilmistir.

Sekil 4.5. E. coli O157:H7 susunda B e dc geninin varhgi
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Incelenen susta PCR y&ntemiyle fhk geni bulunmazken, 300 bp araliginda iiriin veren

Aym geninin oldugu tespit edilmis ve Sekil 4.6'da elektroforez sonucu gosterilmistir.

Sekil 4.6. E. coli O157:H7 susunda Aym geninin varhgi, fhk genlerinin yoklugu

Incelenen E.coli O157:H7 susunda PCR yontemiyle G ve f geninin mevcut olmadig

saptanmis ve elektroforez sonucu Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Sekil 4.7. E. coli O157:H7 susunda G ve f genlerinin yoklugu
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4.4. DNA Kalitesi
DNA kalitesini kontrol etmek amaciyla ornekler jel {izerinde bahsedilen yoOntemle
elektroforeze tabi tutuldu. Sekil 4.8’de gosterildigi gibi, agaroz elektroforezinde DNA'nin keskin

band1 gozlenmektedir.

Sekil 4.8. Orneklerden ekstrakte edilen DNA'min varhg:

Ekstrakte edilen DNA'nin miktarinin ve saflisinin kontrolii: Ekstrakte edilen DNA'nin

miktarin1 ve safligin1 kontrol etmek amaciyla drnekler Nanotel cihazi ile bahsedilen yontem
kullanilarak kontrol edildi. 260/280 nm’de yaklasik 1,8-2 elde edildi Ekstrakte edilen DNA PCR

ve Real-time PCR yontemleriyle molekiiler ¢alisma igin kullanildi.

Sekil 4.9. Ekstrakte edilen DNA'min 260/280 nm dalga boyunda kalitesinin kontrol edilmesi
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Ekstrakte edilen RNA'min miktarinin belirlenmesi: E. coli O157:H7’den ekstrakte edilen

RNA'nin kantitatif degerlendirmesi, 260 ila 280 nm dalga boyunda nanodrop kullanilarak yapildi.

Sekil 4.10. Ekstrakte edilen RNA'nin nitelik ve niceliginin belirlenmesi

4.5. Genlerin Ekspresyonu (ifadesi)

Her 6rnek i¢in Ct (threshold cycles) esik dongiisii belirlendi. GirazR geninin Stx1 ve Stx2
genleri igin her ornekte ifade diizeyi ve Ct degerlerinin kullanimi hesaplandi. Real-time PCR
verilerinin analizinde istenilen genin ekspresyon diizeyi, ACt olarak da adlandirilan housekeeping
genlere gore Olgiildii. Reaksiyon bittikten sonra cihazda olusturulan ham reaksiyon ilerleme
egrisi, hesaplama tablosu ve standart egriyi iceren degerlendirme verileri, cihazin yazilimi
geregince, delta delta (AACt) olarak bilinen hesaplama yontemi kullanilarak gen ifadesi veri

analizleri yapildu.
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Kombu caymnm E. coli O157:H7 susu {izerindeki etkisi, tek bagina Gyraz kontrol geni
kullanilarak ve tetrasiklin ile kombinasyon halinde Real-time PCR teknigi ile tayin edildi.
Sonuglar, Kombu ¢aymin Tetm geni iizerinde azaltict bir etkiye sahip oldugunu gosterdi
(P<0.01).
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Sekil 4.11. Kombu cayinin Tetm geni iizerindeki etkisi
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Kombu caymin Tety geni ilizerinde azaltici bir etkiye sahip oldugu tespit edildi (P<0.01).

Tety
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Sekil 4.12. Kombu ¢ayinin Tety geni iizerindeki etkisi
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Kombu c¢aymin Teta geni lizerinde azaltici bir etkiye sahip oldugu tespit edildi (P<0.01).
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Sekil 4.13. Kombu ¢ayinin Teta geni iizerindeki etkisi
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Kombu ¢aymin Tetc geni {izerinde azaltici bir etkiye sahip oldugu tespit edildi (P<0.01).

Tetc
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Sekil 4.14. Kombu ¢aymin Tetc geni iizerindeki etkisi
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Kombu c¢aymin Tete geni lizerinde azaltici bir etkiye sahip oldugu tespit edildi (P<0.01).
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Sekil 4.15. Kombu ¢aymnin Tete geni iizerindeki etkisi
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Kombu c¢aymin Tetd geni lizerinde azaltici bir etkiye sahip oldugu tespit edildi (P<0.01).
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Sekil 4.16. Kombu ¢aymin Tetd geni iizerindeki etkisi
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Kombu ¢aymin Tetb geni lizerinde azaltici bir etkisinin olmadig: tespit edildi (P<0.1).

tetb
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Sekil 4.17. Kombu ¢aymin Tetb geni iizerindeki etkisi
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Kombu ¢aymin Stx1 geni lizerinde azaltici bir etkiye sahip olmadig tespit edildi (P<0.1).
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Sekil 4.18. Kombu ¢aymnin Stx1 geni iizerindeki etkisi
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Kombu ¢aymin Stx2 geni lizerinde azaltici bir etkiye sahip oldugu tespit edildi (P<0.01).).

Bu gen, bu organizmanin klinik belirtilerdeki viriilans gostergelerinden biridir.
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Sekil 4.19. Kombu ¢aymnin Stx2 geni iizerindeki etkisi
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4.6. Primerlerin Etkinliginin Belirlenmesi
Bu calismada kullanilan primerlerin etkinliginin belirlenmesi i¢in etkinlik testi yapildi.
Sonuglar testin verimliliginin %98 oldugunu gosterdi. Primerler, Sekil 4.20'de gosterildigi gibi

PCR asamasinda %98 verimli olarak bulundu.

Cycling A.Green (Page 1)

cT

Concentration

Sekil 4.20. Calismada kullanilan primerlerin etkinliginin belirlenmesi
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5. TARTISMA

Insanligin kars1 karsiya oldugu zorluklardan biri, patojenlerin mutasyon sonucunda gesitli
antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesidir (Afshar ve dig., 2021). E. coli tiirleri de dahil bir¢ok
bakteri tiirlinde, zamanla ¢esitli antibiyotiklere diren¢ olusturan farkli genler ortaya ¢ikabilmekte
ve bakteriler antibiyotiklere direngli hale gelebilmektedir (Soltani ve dig., 2007). Antimikrobiyal
ajanlar, bulasici hastaliklarin azaltilmasinda ve tedavisinde oldukga etkili olsalar da, gesitli
patojenlerin antibiyotiklere karsi1 direncinin artmasi, alternatif antimikrobiyal yontemlere ve eski

geleneksel ilaglara yonelime neden olmustur (Aarestrup ve dig., 2000; Marsh ve dig., 2014).

Kombucha, mantar ve bakterilerden olusan bir ortam olup, aralarinda
Zygosaccharomyces, Pichia, Saccharomyces, Brettanomyces, Acetobacter, Gluconobacter,
Gluconacetobacter ve Lactobacillus tiirlerinin de bulundugu bir grup faydali maya ve bakteriyi
iceren bir polisakkarit tabakasidir. Kullanim1 geleneksel Cin tibbina dayanan Kombucha ile tatl
bir tada ve uygun asitlige sahip Kombu cay1 olarak adlandirilan fermente bir igecek
iretilmektedir (Bhattacharya ve dig, 2016; Reva ve dig., 2015). Marsh ve dig., (2014) tarafindan
Kombucha’nin igerdigi toplam bakteri popiilasyonunun %85'ini Gluconobacterium tiirlerinin
olusturdugu ve Laktobasillerin de biiylik oranda bulundugu, mevcut mayalarin %95'inden

fazlasinin Zygosaccharomyces oldugu rapor edilmistir.

Kombu caymnin probiyotik 6zellikleri, cok cesitli faydali bagirsak mikroorganizmalarinin
varligindan kaynaklanmaktadir. Bu ¢ayin bilesiminde, bagisiklik sistemini gliclendirmede ve
bircok biyolojik fonksiyonda etkili olan B12, folik asit, K vitamini gibi vitaminler, fosfor,
metionin ve antioksidan 6zellige sahip bilesikler bulunmaktadir. Ayn1 zamanda anti-diyabetik ve
anti-kanserojenik  6zelliklere sahip oldugu da One siiriilen Kombu g¢aymn, sindirim
fonksiyonunun iyilestirilmesinde de etkili bir role sahip oldugu iddia edilmektedir (Eroglu ve
dig., 2023; Rajaei ve dig., 2021; Zendeboodi ve dig., 2020).
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Kombu ¢ayinin ¢esitli mikroorganizmalar iizerinde inhibitdr etkiye sahip oldugu
ozellikle, Pseudomonas aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, S. aureus ve Enterococcus
faecalis gibi genis bir pH araliginda iireyebilen, gida zechirlenmelerine ve gesitli saglik
sorunlarina neden olabilen farkli Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalar iizerine de
antibakteriyel etkisi oldugu oOne siiriilmektedir (Bhattacharya ve dig., 2018). Bu nedenle,
calismamizda gida kaynakli zehirlenmelerin nedenlerinden biri olan E. coli O157:H7 susu
tizerine Kombu ¢ayinin antibakteriyel etkisi arastirilmistir. E. coli O157:H7, Shiga nérotoksinine
benzerliginden dolay1 Shiga benzeri toksin olarak adlandirilan verotoksin salgilar. Vero toksinler,
protein sentezini engelleyen STX1 ve STX2 olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Vakalarda,
normal ishal seklinde baglayip sonrasinda ciddi mide kramplarinin goriildiigli kanamali ishale
donen, hemorajik kolit tablosu goriilebilir. Hastalik bazen daha da ilerleyerek hemolitik tiremik
sendrom (HUS) veya trombotik trombositopenik purpura (TTP) gibi hayati tehdit eden
rahatsizliklara da sebep olabilmektedir (Sittipo ve dig., 2019; Shahbazi ve dig., 2023)

Kombu ¢aymm E. coli O157:H7 fizerine antibakteriyel etkisinin arastirildigi bu
calismada, Kombu ¢ayimin sulu ekstraktinin bu bakteri iizerinde antibakteriyel etkisinin oldugu
belirlenmis ve bu etkiyi agiklayabilmek amaciyla, bakterinin hedef genlerinin ekspresyonu Real
time PCR teknigi ile arastirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, tek basina Kombu ¢ayinin, ya
da Kombu cay1 ve tetrasiklinin es zamanl varliginin, Teta, Tete, Tetd genlerinin ekspresyonunu

azaltt1g1 ve bu azalma etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0.01) saptanmustir.

Ayrica, Kombu caymin ve tetrasiklinin es zamanl varliginin, Tetm, Tetc, Tety gen
ekspresyonunu azalttigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0.01)
bulunmustur. Bunlarin yani sira, tek basina Kombu ¢ay1 varliginin ve Kombu ¢ayi ile tetrasiklin
birlikteliginin, E. coli O157:H7’nin klinik belirtilerdeki viriilans gostergelerinden biri olan Stx2
gen ekspresyonu tizerindeki etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0.01), ancak Stx1 gen
ekspresyonunun azaltilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermedigi (P<0.1) tespit

edilmistir.

Kombu ¢ay1 ekstrakti ya da ekstrakt ve tetrasiklinin es zamanl varligi, her ne kadar Tetb
gen ekspresyonunun azalmasi iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermese de, konu ile

ilgili kesin sonuglarin elde edilmesi agisindan daha fazla arastirmanin yapilmasi gerekmektedir.
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Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde, Kombu ¢ay1 ekstraktinin gerek tek basina gerekse
tetrasiklin ile birlikte E. coli O157:H7’nin gelisimini ve ¢ogalmasini engelleyebilecegi ve gen
ekspresyonunu azaltabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica, tetrasiklinin tek basina bu bakteriyi
inhibe edemedigi ve incelenen genlerin gen ekspresyonunu azaltamadigi saptanmistir. Bu durum,
E. coli O157:H7 susunun tetrasikline direngli hale geldigini gostermektedir. Bu nedenle,

calismamizda elde edilen bulgularin tamamlayici tip alaninda degerli oldugu diistiniilmektedir.

Kombu ¢aymin mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyel etkilerin arastirildigi ¢esitli
caligmalar mevcuttur. Batikh ve dig. (2012), yaptiklar1 arastirmada, Kombu ¢ay1 hazirlanmasinda
siyah ¢ay ile iki sifali bitkinin kombinasyonunu kullanmiglardir. Antibakteriyel ve antifungal
aktivite degerlendirildikten sonra tatmin edici sonuglar goézlendigi ve Kombu c¢aymin
antibakteriyel etkisinin yalnizca asetik asit ve diger organik asitlerin neden oldugu asitlikten
kaynaklanmadigi, daha ziyade proteinler, antibiyotikler, enzimler ve diger biyosentez iiriinleri

gibi biyolojik bilesiklerin varligindan kaynaklandigi rapor edilmistir.

Kombucha ile fermente edilmis soya fasulyesi proteininin antibakteriyel etkisinin
arastirildigi bir ¢alismada, bu igecek ile asetik asidin S. aureus, E. coli ve Bacillus subtilis
tizerindeki inhibitor etkisi karsilastirilmistir. Sonuglar, fermente edilmis soyanin kombucha ile
kombinasyonunun bakteriler iizerine inhibe edici etkisinin daha yliksek oldugu ve iiretilen asetik

asidin tek basina antibakteriyel aktiviteden sorumlu olmadig belirtilmistir (Tu ve dig., 2019).

Mizuta ve dig. tarafindan 2020 yilinda yapilan bir arastirmada, Kombu ¢ayinin
Alicyclobacillus spp. iizerine antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada, Kombucha ile
fermente edilen yesil ¢aydan elde edilen ekstraktin aktivitesi test edilmis ve minimum inhibitor
konsantrasyonun ve antibakteriyel konsantrasyonun %12,5 ila %50 araliginda gozlemlendigi

tespit edilmistir.

Coelho ve dig. (2022) tarafindan Minas Frescal peynirinin tiretiminde Kombucha'nin E.
coli ve S. aureus'a karsi antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. Bu amagla, deneysel olarak
kontamine edilerak {iretilen peynirlere Kombucha eklenmesiyle asitlik derecesi, toplam bakteri
sayisi, maya, koliform, laktobasil sayilarinda ve sertlik ile yapiskanlik degerlerinde Onemli

degisiklikler gozlendigi rapor edilmistir.
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Vohra ve dig. (2019) tarafindan Malezya'da yapilan bir ¢alismada, fermantasyon
stiresindeki degisikliklerin Kombu ¢aymnin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri tizerindeki
etkileri arastirilmis, yesil ¢ay ile hazirlanan Kombu ¢aymin disk difiizyon yontemini kullanarak
yapilan antimikrobiyal aktivite degerlendirilmesinde; bu ¢ayin E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,
B. subtilis ve S. marcescens'e karsi iyi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.
Bu c¢alismanin aksine, Brezilya'da 2022 yilinda siyah ve yesil Kombu g¢aymin antibakteriyel
aktivitesinin degerlendirildigi bir arastirmada, siyah ve yesil Kombu ¢aymin, S. aureus, Shigella
flexneri ve Salmonella typhimurium'a karsi antibakteriyel aktivite gostermedigi belirtilmistir
(Barbosa ve dig., 2022).

Bassyouni ve dig. (2023) tarafindan Misir'da yapilan bagka bir arastirmada, Kombu
cayinin vorikonazol ile kombine edilmesinin klinik izolatlarin vulvovajinal kandidiyazise karsi
antifungal aktivitesi incelenmistir. Arastirmada, 89 sus izole edilmis ve 60 izolatin degisken
direng gosterdigi (57 izolat vorikonazole direngli iken 3'linde doza bagli duyarlilik oldugu)
belirlenmistir. Kombu ¢ay1, vorikonazoliin MIC50 degerini tim suslara karsi S'ten 0,625
pg/mL'ye (P<0,01) 6nemli Slgiide azaltirken, MIC90 degerinin 10'dan 1,25 pg/ml'ye diistigi,
0,156 pg/mL konsantrasyonundaki vorikonazoliin tek basma kullanimi ile karsilastirildiginda,
Kombu ¢ay1 siipernatantinin eklenmesinden sonra 18 susun olusturdugu biyofilmleri yok etmede

basarili oldugu rapor edilmistir.

Misir'da yapilan bir diger arastirmada, Kombu g¢ayr ekstrakti ile ¢inko oksit
nanopartikiillerinin antibakteriyel aktivitesi arastirilmig, bu kombinasyonunun antibiyotik
kullanmak yerine bakteriyel diren¢ sorunlarimin iistesinden gelmede umut verici bir gelecege

sahip oldugu bildirilmistir (El-Fallal ve dig., 2023).

Brewer ve dig.’nin 2021 yilinda ABD’de yaptiklari bir ¢alismada, ev yapim: Kombu ¢ay1
fermantasyonu sirasinda yerel mikrobiyotadaki degisiklikler ile E. coli ve Salmonella'nin hayatta
kalma siiresi arastirtlmistir. Bu ¢calismanin sonuglari, bu bakterilerin canliliginin, evsel ortamlarda
kullanilan ve ticari olarak temin edilebilen Kombucha cesitlerindeki dogal farkliliklara bagh
oldugunu gostermistir. Bakteri kontaminasyonunu Onlemek ve Kombu c¢ayr tiiketiminden
kaynaklanabilecek hastalik riskini azaltmak igin Gzellikle ev ortaminda hazirlanan gaylarda

hijyen onlemlerine dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmustir.
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Kombu ¢aymin baldaki antibakteriyel etkisini arastiran bir aragtirmada, balda 1:5
oraninda hazirlanan kombinasyonunun bazi mikroorganizmalar tizerindeki antibakteriyel etkisi
test edilmistir. Pseudomonas aerogenes, S. aureus, E. coli ve Enterococcus faecalis tizerine 2, 4,
8, 16, 32, 64, 128 ve 256 mg/ml olmak {izere 8 farkli konsantrasyonun etkisi incelenmistir. Bu
arastirmada antibakteriyel etkinin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Sonuglar
Gram pozitif ve negatif bakteriler arasinda en fazla antibakteriyel etkinin sirasiyla 128 ve 256
mg/ml'lik konsantrasyonlarda Enterococcus faecalis ve E. coli iizerinde oldugunu gostermistir.
Oldiiriicii etkinin de artan konsantrasyonla orantili olarak arttig1 bildirilmistir (Soltani ve dig.,
2020).

Akarca (2021) tarafindan yilinda yapilan bir ¢aligmada, bogiirtlen, ahududu gibi bazi
kirmizi meyveler ile iretilen Kombu ¢ayinin fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal
ozellikleri ile antibakteriyel ve antifungal etkileri arastirilmistir. Fermantasyon sonunda
orneklerde en ¢ok potasyum ve magnezyum tespit edilmistir. Ayrica tiim orneklerde katesin ve
gallik asit saptanmistir. Bogiirtlenle iiretilen drnekler tiim kriterlerde en ¢ok begenilenler olmus,
bogiirtlen iceren Orneklerde en yiiksek antibakteriyel ve antifungal etki S. aureus ve Rhizopus

nigricans iizerinde (zon ¢ap1 24,36 ve 20,53 mm) tespit edilmistir.

Siyah ve yesil ¢caydan yapilan kombu ¢ayinin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerinin
karsilagtirildigr baska bir c¢alismada, geleneksel Kombucha kiiltiiriiyle yesil ve siyah ¢ay
demlenerek fermente edilen Kombu cayinin, bazi patojen bakteriler ve klinik Candida tiirlerine
kars1 antibakteriyel/antifungal aktiviteleri agar difiizyon yontemi kullanilarak arastirilmistir.
Arastirma sonuglari, her iki Kombu ¢aymnda da antimikrobiyal potansiyel oldugunu gostermis,
yesil ¢ay ile fermente edilerek iiretilen Kombu ¢aymin en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir. Sonuglara gore, Staphylococcus epidermidis (22 mm), Listeria
monocytogenes (22 mm) ve Micrococcus luteus (21,5 mm) genis inhibisyon bolgeleri gostermis,
bunun yani sira, Kombu yesil ¢caymin Candida parapsilosis'e karsi gosterdigi antifungal etki
onemli bulunmustur (Battikh ve dig., 2013).
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Sreeramulu ve dig. (2000) tarafindan yapilan bir arastirmada ise, fermantasyonda
sakkarozlu (%10 w/v) ¢ay suyu i¢inde ek olarak bir starter kiiltiir kullanilarak hazirlanan Kombu
caymin antimikrobiyal aktivitesi bir dizi patojenik mikroorganizmaya karsi arastirilmistir.
Calismanin sonuglarina gore, S. aureus, Shigella sonae, E. coli, Aeromonas Hydrophila, Yersinia
enterolytica, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloaca, Staphylococcus epidermis,
Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis’in Kombu ¢ayina duyarli oldugu rapor edilmistir.
Kombu cayinda olusan yiliksek miktarda asetik asitin bu inhibitdr etkiden sorumlu olabilecegi
ancak, asetik asit ve proteinler diginda antimikrobiyal bilesiklerin de Kombu ¢ayinda varligina

isaret etmektedir.
6. SONUC ve ONERILER

Kombu ¢ay1 ¢esitli organik asitleri, polifenolleri ve laktik asit bakterilerini igermesi
nedeniyle dogal bir antimikrobiyal kaynak olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle son yillarda
kombu cayimnin o6zellikleri ve etkileri genis ¢apta arastirilmaktadir. Kombu caymm E. coli
O157:H7 tzerine antibakteriyel etkisinin arastirildigi bu ¢alismanin sonuglari, Kombu ¢ayinin
sulu ekstraktinin bakteri {izerinde Onemli bir inhibitor etkisi oldugunu goéstermis ve bu
organizmanin klinik belirtilerdeki viriilans gostergelerinden biri olan Stx2 gen ekspresyonu

tizerinde anlamli bir azaltici etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur.

Ayrica, tek basmma Kombu caymin, ya da Kombu c¢ayr ve tetrasiklinin es zamanli
varhigiin, Teta, Tete, Tetd genlerinin ekspresyonunu azalttigi ve bu azalma etkisinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir. Kombu ¢ayimin ve tetrasiklinin es zamanlh varliginin, Tetm,
Tetc, Tety gen ekspresyonunu azalttigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu

bulunmustur.

Kombu ¢ay1 ekstrakti ya da ekstrakt ve tetrasiklinin es zamanl varligi, her ne kadar Tetb
gen ekspresyonunun azalmasi tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermese de, bu
durum konu ile ilgili kesin sonuglarin elde edilmesi agisindan daha fazla aragtirmanin yapilmasi

gerektigini diisiindiirmiistiir.
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Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde, Kombu ¢ay1 ekstraktinin gerek tek basina gerekse
tetrasiklin ile birlikte E. coli O157:H7’nin gelisimini ve ¢ogalmasini engelleyebilecegi ve gen
ekspresyonunu azaltabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica tetrasiklinin tek basina bu bakteriyi
inhibe edemedigi ve incelenen genlerin gen ekspresyonunu azaltamadigi saptanmistir. Bu durum,
E. coli O157:H7 susunun tetrasikline direngli hale geldigini gostermektedir. Antimikrobiyal
ajanlara kars1 diren¢ olusumu, kiiresel saglik sorunlar1 arasinda giderek daha onemli bir olgu
haline geldiginden, bu c¢aligmanin bulgular1 sagliga zarar1 olmayan dogal antimikrobiyal

maddelerin arastirilmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismanin devami olarak, Kombu ¢aymin alkol, metanol gibi organik ¢oziiciilerdeki
ekstraktlarinin antibakteriyel etkileri analiz edilerek, sulu ekstraktin E.coli O157:H7 {izerinde
gosterdigi inhihibisyon etkisi karsilastirmali olarak aragtirilabilir. Kombu ¢ayimin antibakteriyel
etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in ¢esitli patojenler {izerinde arastirmalarin artirilmasi ve etki

mekanizmalariin aydinlatilmasi1 gerekmektedir.
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ETiK KURUL iZIiN YAZISI

Uyari: Canli denekler iizerinde yapilan tiim arastirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

0 Etik Kurul izni gerekmektedir.

Etik Kurul izni gerekmemektedir.

Maryam KARGAR AGHBOLAGH
(imza)
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KURUM iZNi YAZILARI

Uyar1: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim ¢aligmalar i¢in kurum izin belgelerinin eklenmesi
zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet igeren durumlarda kurum adi kapatiimalidir.

0  Kurum izni gerekmektedir.

Kurum izni gerekmemektedir.

Maryam KARGAR AGHBOLAGH
(Imza)





