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OZET

PROBIYOTIK BAKTERI IZOLATININ ANTI-DIYABETIK POTANSIYELININ
ARASTIRILMASI

Asli MERCAN
Biyoloji Anabilim Dal1
Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2020
Danigman: Prof. Dr. Merih KIVANC

(Ikinci Danisman: Dog. Dr. Gézde AYDOGAN KILIC)

Probiyotikler antidiyabetik etki ve antioksidan o6zellikler nedeniyle diyabet igin
alternatif terapotik ajan olarak diisiiniilmektedir. Bununla birlikte probiyotiklerin
antidiyabetik etkilerinin mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bu nedenle
farkli izolatlarin antidiyabetik etkilerinin ortaya koyulmasi ve sonrasinda yapilacak
caligmalarda bu etkilerin mekanizmalarinin detayli olarak incelenmesi Onem

tasimaktadir.

Bu ¢alismada daha onceden ¢alisilmis olan laktik asit bakterilerinin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testlere tabi tutularak ve molekiiler diizeyde tanimlanmasi
yapilmistir. Bunun yaninda (3-galaktosidaz, asitlik direnci, glikosidaz, kolesterol ve lipit

metabolizmasina iizerine etkisine bakilmistir.

Probiyotik 6zelliginin yiiksek olmasmin yaninda glikosidaz aktivitesinin yiiksek
olan izolat sec¢ilmistir. Bu hususlar goz Oniine alinarak daha oOnce yapilan cesitli
arastirmalarda izole edilen laktik asit bakterilerinin 6n tarama yontemlerinde yiiksek
etkiye sahip olan bir izolatin antidiyabetik etkisinin olup olmadiginin belirlenmistir.
Tip 1 modeli olusturulan ratlara segilen laktik asit bakterisi verilerek diyabet iizerine

etkisi incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, diyabet, laktik asit bakteri, glikosidaz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIDIABETIC POTENTIAL OF PROBIOTIC BACTERIA
ISOLATE

Asli MERCAN
Department of Biology
Programme in Basic and Industrial Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Science, January 2020
Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC

(Co-Supervisor: Dog. Dr. Gézde AYDOGAN KILIC)

Probiotics are considered as an alternative therapeutic agent for diabetes due to
their antidiabetic effect and antioxidant properties. However, the mechanism of the
antidiabetic effects of probiotics has not yet been fully understood. For this reason, it is
important to determine the antidiabetic effects of different isolates and to investigate the
mechanisms of these effects in detail in future studies.

However, the mechanism of the antidiabetic effects of probiotics has not yet been
fully understood. For this reason, it is important to determine the antidiabetic effects of
different isolates and to investigate the mechanisms of these effects in detail in future
studies.

In addition to high probiotic properties, isolates with high glycosidase activity
were selected. Considering these issues, it has been determined whether or not an isolate
with high effect on the pre-screening methods of isolated lactic acid bacteria has
antidiabetic effect. Lactic acid bacteria were given to rats of type 1 model and their

effect on diabetes was investigated.

Keywords: Probiotic, diabetes, lactic acid bacteria, cholesterol, glucosidase



TESEKKUR
Tezimin tiim asamalarinda danmigmanlik yapan, bilimsel katki ve destegini
esirgemeyen, her anlamda yanimda olan tez danismanim ve degerli hocam Prof. Dr.

Merih KIVANC ’a,

Hayvan deney siirecinde danismanlik eden hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Volkan
KILIC, Dog¢. Dr. Gézde AYDOGAN KILIC’a ve tiim hayvan deneyi siirecinde hep

yanimda olup yardimini esirgemeyen degerli arkadasim Banu Biisr AKGUL’e

Laboratuvar ¢alismalarim sirasinda destekleyen ve yardimei olan tim
arkadaslarima,
Tez ¢aligmam siiresince maddi manevi desteklerini esirgemeyen degerli aileme ve
hayatimin her alaninda yardimci oldugu gibi tez calisma siirecimde de sabrini ve

destegini esirgemeyen sevgili nisanlim Orhan KOCABAS’a sonsuz tesekkiir ederim.

Asli MERCAN

Vi



22/01/2020

ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu g¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

(imza)

Asli MERCAN

vii



22/01/2020

STATEMENT OF COMPLIANCE WITH ETHICAL PRINCIPLES AND RULES

I hereby truthfully declare that this thesis is an original work prepared by me;
that | have behaved in accordance with the scientific ethical principles and rules
throughout the stages of preparation, data collection, analysis and presentation of my
work; that | have cited the sources of all the data and information that could be obtained
within the scope of this study, and included these sources in the references section; and
that this study has been scanned for plagiarism with “scientific plagiarism detection
program” used by Anadolu University, and that “it does not have any plagiarism”
whatsoever. | also declare that, if a case contrary to my declaration is detected in my
work at any time, | hereby express my consent to all the ethical and legal consequences
that are involved.

(Signature)
Asli MERCAN

viii



ICINDEKILER

JURI VE ENSTITU ONAYT ..ottt ii
OZET ...ttt \Y
A B S T R A T e rr e e e rreeanns v
TESEKKUR .......oooviiiiiiieeieseceeeeeeeeee et sas st nes st en sttt an et ens st ene s snans Vi
ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI.........c.cocovvniinnns vii
ICINDEKILER ..........cooviiiiieeceee ettt n sttt ne s iX
TABLOLAR DIZINI........cooooiiiiiiii et Xii
SEKILLER DIZINI........cccoooiiiiiiiiiee et Xiii
GORSELLER DIZINI ......ooooiiiiiiiiiii et XV
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ..o, XVi
| T 3 0 21 £ TR 17
1.1, ProbiyOtiK. ..o 19
1.1.1. Probiyotiklerin Tanimi ve Tarihgesi..............c..cooiviiiiii 19
1.1.2. Probiyotik Olarak Kullamilan Mikroorganizmalar ............................... 20
1.1.3. Laktik ASIt BAKIEITIEIT ......ceiiiieiiieie e 21
1.1.4. Probiyotiklerde Aranan OzelliKIer ................c..ccocovvererrercrreeererrenennn, 23
1.1.5. Probiyotik Bakterilerin Saghktaki Rolii ve Etki Mekanizmasi ............ 23

1.2, DIYADET ..o e 26
1.2.1. Diyabetin Epidemiyol0jiSi.......ccooiiiiiiiiiiiiiiiieieerese e 26
122, TIP L DIYADEL.....ciiiie s 26
1.2.3. Probiyotiklerin Diyabet Uzerine Etkisi .................cccccccoocevererricrirecnnnnne, 28
1.2.4. Kan Glukoz Kontrol Hedefleri: Giincel terapotik stratejiler................ 28
1.2.5. Diyabet I¢cin Alternatif Tedaviler...............ccccocoveveirriererreicrieeecenene, 29



2. MATERYAL Ve YONTEM ........cccccooovuiiiiiiieieiieeeseeee st s esessen s 30
2.1, MALEIYAL ... e re e 30
2.1 1. BAKEEIIIEE ..o 30
2.1.2. Patojen BaKLeriler ... 30
2.1.3. BESIYEIIEI T ..c.ueceeiceic et 30
2.1.4. Kimyasallar ve ¢ozeltiler.................ccccooovviiiiiiiiiiii e 32
2,20 YOMEEIM ...ttt n e 34
2.2.1. Laktik asit bakterilerinin iNCEleNMES ..........ccocooeviiiieiniiicicc e 34
2.2.2. pH direnclili@i ..........ccoooviiiiiiie e 35
2.2.3. Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sartlara direnci..................... 35
2.2.4. Laktik asit bakterilerinin agregasyon aktiviteleri...............ccccoeveveinennn, 36
2.2.5. Laktik asit bakterilerinin hiicre-yiizey hidrofobisitesi ........................... 37
2.2.6. Laktik asit Gretimi..............ccoooviiiiiiiiii e 37

2.2.7. Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarimin  antibakteriyal

AKEIVITEIETININ ...t reenee e nrees 37
DEIIFTENMESI ... 37
2.2.8. LIPOHTIK AKLIVITE ...oooviieiccieee et 38
2.2.9. B-galaktosidaz aKtiVIteSI..........ccooveierieiiiiieie e 38
2.2.10. Kolesterol ASIMIlaSyOnU ..........cccccvivieiieiiieiieiieie e 39
2.2.11. Glukosidaz inhibisyonunun ol¢umii ................ccoooiiiiiinin 39
2.2.12. Hayvan deneYIENi......cccoviiii et 40
3. BULGULAR.....cccs ettt sttt 43
3.1. Laktik Asit Bakterilerinin Incelenmesi.................c.cccococeeeeeeceeeeeea, 43
3.2. pH direngliligi belirlenmesi .................cccooiiiiiiiiii e 44
3.3. LAB’ larin gastrointestinal sartlara direncinin belirlenmesi....................... 48
3.3.1. Safra tuzu (oxgall) direncinin belirlenmesi........c.ccoccvvveviverienieniecrece e 48



3.4. Laktik asit bakterilerinin agregasyon aktivitelerinin belirlenmesi............. 52
3.4.1. Otoagregasyon aktivitesinin belirlenmesi ...........cccooeoeiiiiniiiiciee, 52
3.4.2. Koagragasyon aktivitesinin belirlenmesi ..........ccoccvvveiiiineninnecnciie s 53

3.5. Laktik asit bakterilerinin hiicre-yiizey hidrofobisitesi...................c...c...... o4

3.6. Laktik asit bakterilerinin laktik asit iiretiminin belirlenmesi ..................... 56

3.7. LAB’larin siipernatanlarinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi...... 57

3.8, LIPOHItiK @KEIVITE .....c.eeiieeiecie et 59

3.9. p-galaktosidaz aktivitesinin belirlenmesi.........cccoovieeieiiciiieneic e 59

3.10. Kolesterol asimilasyonun belirlenmesi...........cccccveiveeieiiciievccie e 61

3.11. Glikosidaz aktivitesinin DelirleNmMESi...........ccoovirieiiiiieie s 63

3.12. Hayvan deneyleri sonuclari................ccoocooiiiiiiiiiiiii e 66
3.12.1. Glikoz tolerans teSti SONUCU .........ccuerveriiriiiieniisiesieie e 67
3.12.2. Glukoz él¢ciimleri, su ve yem tiiketimleri....................cccoooniiniininnn 68
3.12.3. Diskida ve duodenumda bakteri sayimi SONUCU .............cccocvvreennrnnnnne. 70
3.12.4. Kan parapetreleri Sonuclart .................ccocooiiiiiin 75

4. TARTISMA VE SONUC ... esee e seen e 78
KAYNAKGCA ...t ee s en e 86
OZGECMIS

Xi



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
Tablo 1.1. Probiyotik mikroorganizmalar.............cccooeieiiiiiineicee e 21
Tablo 1.2. Probiyotik Etki MeKanizmalart..........ccoccouveiieieiienienie e 24
Tablo 3.1. zolatlarin iNCEIENMESI ........cvvvivirieeiiireieieie st 43
Tablo 3.2. pH direngliliginin belirlenmesi ........ccceevveiieeiierieiiese e 45
Tablo 3.3. LAB’ nin E.coli ve S.aures ile yiizde koagregasyon aktiviteleri ................ 53
Tablo 3.4. Laktik asit Gretimi (%0) ....oeeerererieeiieiierieniesiesiesiesesesseeseeseesae e siessessesseeseeses 56
Tablo 3.5. LAB’ larin antibakteriyal aktivitelerinin zon gaplart (mm)..........cc.cceevenee. 57
Tablo 3.7. LAB’larin kolesterol asimilasyon sonuglari(%) .........cccceevererereniesnninennenns 61
Tablo 3.8. Diskida Ilk bakteri saytmlari(KOb/r) .......cocvveeveveeeriicrereieieieee e, 71
Tablo 3.9. Probiyotik verildikten sonra 1. haftadaki bakteri sayimi(kob/gr)................ 71
Tablo 3.10. Probiyotik verildikten sonra 2. haftadaki bakteri sayim (kob/gr).............. 72
Tablo 3.11. Probiyotik verildikten sonra 3. haftadaki bakteri sayimi (kob/gr).............. 72
Tablo 3.12. Probiyotik verildikten sonra 4. haftadaki bakteri sayimi (kob/gr).............. 73
Tablo 3.13. Duodenumdan bakteri sayimi (KOB/MI) ........ccooviviiiiiiiiieecee 74
Tablo 3.14. Serumda insulin Slgimleri (PE/MI) ....coiveiviiiiiiiii e 75
Tablo 3.15. HDA1C OIGUM SONUCU......cceeitieiiiieeitieiesteesieete st esteete e sreesre e sreesaesnaenneas 76

xii



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 3.1. M17 broth besiyerinde %0,3 safra tuzu (oxgall) 630 nm degerleri................ 48
Sekil 3.2. MRS broth besiyerinde %0,3 safra tuzu (oxgall) 630 nm degerleri............... 48
Sekil 3.3. M17 broth besiyerinde %0,6 safra tuzu (oxgall) 630 nm degerleri................ 49
Sekil 3.4. MRS broth besiyerinde %0,6 safra tuzu (oxgall) 630 nm degerleri............... 49
Sekil 3.5. M17 broth besiyerinde %1,25 safra tuzu (oxgall) 630 nm degerleri.............. 50
Sekil 3.6. MRS broth besiyerinde %1,25 safra tuzu (oxgall) 630 nm degerleri............. 50
Sekil 3.7. M17 broth besiyerinde %2,5 safra tuzu (oxgall) 630 nm degerleri................ 51
Sekil 3.8. MRS broth besiyerinde %2,5 safra tuzu (oxgall) 630 nm degerleri............... 51
Sekil 3.9. M17’ de gelisen LAB’ larin % otoagregasyon aktivite sonuglari.................. 52
Sekil 3.10. MRS’ de gelisen LAB’ larin % otoagregasyon aktivite sonuglart ............... 52
Sekil 3.11. LAB’larin kloroform ¢oziiciisiine affinite yiizdesi (% hidrofobisite) ........ 55
Sekil 3.12. M17 brothta LAB’larin [-galaktosidaz aktivite sonuglari .............ccccveuee. 60
Sekil 3.13. MRS brothta LAB’larin B-galaktosidaz aktivite sonuglart.............cc.cocu..e. 61
Sekil 3.14. Siipernatanin 30. dakikadaki % inhibiSyonu ...........cccccoceieiiiiiiciicice, 63
Sekil 3.15. Siipernatanin 60. dakikaki % inhibiSyonu...........cccoeiviiiiiiiiiiiiiien, 64
Sekil 3.16. Siipernatanin 90. dakikaki % inhibisyonu...........ccccooeiiiiiiniiiicn 64
Sekil 3.17. Bakteri hiicre lizatinin 30. dakikaki % inhibisyonu ............c.cccooveiiinnnn 65
Sekil 3.18. Bakteri hiicre lizatinin 60. dakikaki % inhibisyonu ............c.cccooveinnnnn 65
Sekil 3.19. Bakteri hiicre lizatinin 90. dakikaki % inhibisyonu ............c.ccooveiinnnn 66
Sekil 3.20. Hayvanlarin vuciit aBirliKlart...........cccooeiiii 67

xiii



Sayfa

Sekil 3.21. Glikoz tolerans testi sonucu (MQ/Al). ....cccoevveiieiieiicccee e 68
Sekil 3.22. Haftalik glukoz 6lgtimleri (mg/dl)........cccovvviiiiiiiiiiiiiiii e 69
Sekil 3.23. Hayvanlarin tiikettigi Su mMiKtari......ccccooceeiiieriiien i 69
Sekil 3.24. Hayvanlarin tiikettigi yem miktart ........ccccooveviiiiniiiiniiie e 70

Xiv



GORSELLER DiZziNi
Sayfa

Gorsel 1. 1. 2019, 2030 ve 2045'te (2079 yas) diinya ¢apinda diyabetli kisi sayisi....17

Gorsel 1.2. Tip 1 diyabetin SEmMpPtOmMIArt..........cccvecviiieiiiiiiiieiic e 27
Gorsel 2.1. Hayvanlarin kafes diZent .........cccvvvivieiiiiiiiiie e 40
Gorsel 2.2. Hayvanlara gavaj Uygulamasi.........cccueiiuiriiiieiiies i 42
Gorsel 3.1. Laktik asit bakterilerinin kloroforma karsi hidrofobisitesi..............cccccu...... 54
Gorsel 3.2. Titrasyon islemindeki renk degisimi .........ccoevviiiiiiiiiiiiiii e 57
Gorsel 3.3. UV’ de 350 nm de incelenen LAB’larin 1s1malart ........ccccceeeviveeiiineeniinnns 59
Gorsel 3.4. 3-galaktosidaz enziminin varligiyla ortamin sar1 renge doniismesi ............ 60
Gorsel 3.5. Distile su ve hekzanla muamele edildikten sonra 3 faz olusumu................ 62
Gorsel 3.6. Model olusan gruplarda yem tiKetimi..........cccooeveieriiieniiiiieiie e 70

XV



LAB

°C
%

GIT

WHO
FAO

IDF

DM
TURDEP-I
L

M

vd

MRS

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

. Laktik asit bakteri

: Santigrad derece

: Yiizde

: Mikrolitre

: Gastrointestinal sistem

: Diinya Saglik Orgiitii

: Gida ve Tarmm Orgiitii

: Uluslararasi Diyabet Federasyonu
: Diyabetes Mellitus

: Tirkiye Diyabet Epidemiyoloji
. Litre

: Molar

: Ve digerleri

. de Man, Rogosa, Sharpe

XVi



1. GIRIS

Diyabet (Diabetes Mellitus), insiilin etkisi ve insiilin sekresyonu yada her
ikisinden kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir.
Kronik hiperglisemi, organlarda uzun siireli hasara, islev bozukluguna ve ozellikle
gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlar rahatsizliklari ile iligkilidir (American
Diabetes Association, 2014). Diyabetin 21. yiizyilin en hizli biiyiiyen kiiresel saglik
sorunlarindandir (Gorsell). 2019 yilinda 463 milyon insanin diyabet hastasi oldugu ve
bu sayinin 2030'da 578 milyona, 2045'te 700 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir.
Diyabetli kisilerin iicte ikisi kentsel alanlarda yasamakta, dortte {icii ¢aligma ¢agindadir.
2019'da 20-79 yas arasit dort milyondan fazla insanin diyabetle ilgili nedenlerden
hayatin1 kaybettigi tahmin edilmektedir. Diyabete yakalanan ¢ocuk ve ergenlerin (yani
19 yasina kadar) sayist her yil artmaktadir ve 2019'da bir milyondan fazla ¢ocuk ve
ergenin tip 1 diyabetli oldugu tespit edilmistir. 65 yasin {izerindeki tahmini 136 milyon
insanda diyabet oldugu bildirilmektedir (International Diabetes Federation, 2019).

Europe

EIE 68 million T 15%
EED 66 million ! increase
ETEN 59 million

South-East Asia

EZE 153 million ,I\ ?4%

EED 115 million ncrease
) 88 million
/J’
Middle East & North Africa Western Pacific
E25 108 million T 96% ETE 212 million T 31%
EED 76 million | increase EED 197 million ! increase
ETS) 55 million 7 163 million

Gorsel 1. 1. 2019, 2030 ve 2045'te (20-79 yas) diinya ¢apinda diyabetli kisi sayist (International
Diabetes Federation. IDF Diabetes Atlas, 9th edn. Brussels, Belgium: International Diabetes Federation,
2019. https://diabetesatlas.org/en/)
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Sicak kanli hayvanlarin ve insanlarin bagirsak sistemleri 500’ den fazla farkli
mikroorganizma tiirliniin  bir arada yasadigt kompleks ekosistemlerdir. Bu
ekosistemlerde  bulunan  mikroorganizmalar ~ “dogal  mikrobiyota”  olarak
tamimlanmaktadir. Temelde “zararli” ve “yararli” mikroorganizmalar olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Saglikli konak¢inin normal florasinda bu gruplar dinamik bir denge
halindedir. Intestinal ekosistemin fizyolojik dengesi hastalik, yashlik, stres, antibiyotik
kullanimi, diyet aliskanliklarinin degistirilmesi ve iklim kosullarindan meydana gelen
degisimler nedeniyle zararli mikroorganizmalarin gelisim ortami saglanmaktadir. Bu
durumda bozulan dengenin yararli ve etkili mikroorganizmalarla desteklenmelidir
(Cakar, 2003)

Son yillarda insanlarin dogal katki maddelerine yonelmeleri probiyotik iceren
gidalarin tiiketilmesi, iiretilmesi ve bu gidalardan daha fazla nasil faydalanilabilir sorusu
arastirma konusu olmaktadir. Zararli ve kimyasal madde kullanimi yerine bu
probiyotiklerin kullanilmasi daha saglikli, ekonomik olacag: diisiiniilmektedir. Gelisen
teknolojiyle birlikte insanlar, icerisinde saglhiga zararli katki maddelleri bulunduran
gidalar yerine, probiyotik iceren daha dogal ve saglikli beslenmeyi tercih etmeye
baslamislardir (Geng, 2016).

Intestinal sistemde bulunan faydali mikroorganizmalar gidalarin sindirimine
yardimer olmaktadir. Bu nedenle Lactobacillus suslari, bagirsak mukus tabakasina
yapismasl, kolonize olmasi ve antimikrobiyal maddeler {iretme yetenekleri ile
karakterize edilmektedir (Pithva vd., 2014). Probiyotik suslarin bu o6zellikleri
gastrointestinal sistem (GIT) patojenleri ve gidalarin bozulmasinda rol oynayan
patojenler ile rekabet etmesine izin vermektedir. Bunlarin antimikrobiyal etkileri,
antimikrobiyal bilesiklerin, yani bakteriyosinler, organik asitler, hidrojen peroksit vb.
bilesiklerin iiretiminden kaynaklanmaktadir (Bove vd., 2013). Bu sebeple, bagirsak
florasin1  diizenleyerek  konakc¢inin  saghigi  lizerine yararli etkileri olan
mikroorganizmalara ’probiyotik’’ denilmektedir. Bu probiyotiklerin en oOnemlileri
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus cinsine ait tiirlerdir (Salminen 1999;
Salminen vd. 1998; Klaenhammer 2000).

Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus cinsine ait laktik asit bakterileri
(LAB) probiyotik olarak karakterize edilmektedir. ’Genellikle Giivenli Olarak Kabul
Edilir’ 6zelligine sahip LAB, gida ve siit endiistrisinde uzun siiredir giivenli kullanima,

insan saglig1 iizerinde ¢ok gesitli faydali etkiler gdsteren probiyotik 6zellikleri nedeniyle
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aragtirmacilarin ilgi odag1 olmaktadir. Probiyotik organizmalarin in vitro ve in vivo
olarak istenilen fonksiyonel 6zelliklere sahip olmasi beklenmektedir. En yaygin olarak
kullanilan in vitro testler, diger sindirim enzimleri disinda mide asiditesinde ve bagirsak
safra tuzlarinda direngli olmalar1 ve hayatta kalabilmeleridir. Insanin sindirim
sisteminde her giin yaklasik 2.5 L mide 6z suyu (Kimoto vd., 2000) ve 1 L safra suyu
(Begley vd., 2005) salgilanmaktadir. Bu sebeple, probiyotik bir susun mideéz suyunda,
sindirim enzimlerine karsi ve ince bagirsagin safra tuzlarinda disik pH'da hayatta
kalmas1 gerekmektedir (Aarti vd., 2019).

Probiyotiklerin B-grubu vitaminlerini tiamin (B1), riboflavin (B2), niasin (B3),
pantotenik asid (B5), piridoksin (B6), biotin, folik asid (B9, B10, B11) ve kobalamin
(B12) ve antimikrobiyal metabolitlerini (nisin, organik asitler) oksidatif stres azaltma,
kolesterol diisiiriicii etki, anti-diyabetik etki ve antiobezite etkisi gibi konak¢i sagligi
tizerindeki 6nemli terapotik ve faydali etkileri birgok ¢alismada bildirilmektedir (Gaspar
vd., 2018; Yadav vd., 2018; Kim vd., 2018 ).

Bu calismanin amaci, probiyotikler antidiyabetik etki ve antioksidan &zellikler
nedeniyle diyabet i¢in alternatif terap6tik ajan olarak diigiiniilmektedir. Bununla birlikte
probiyotiklerin  antidiyabetik  etkilerinin  mekanizmast  heniiz tam  olarak
anlagilamamistir. Bu nedenle farkli izolatlarin antidiyabetik etkilerinin ortaya koyulmasi
ve sonrasinda yapilacak c¢alismalarda bu etkilerin mekanizmalarinin detayli olarak
incelenmesi onem tasimaktadir. Bu hususlar gz Oniline alinarak daha once yapilan
cesitli aragtirmalarda izole edilen LAB’ nin 6n tarama yontemlerinde yiiksek etkiye
sahip olan bir izolatin anti-diyabetik etkisinin olup olmadiginin  belirlenmesi

amaclanmustir.

1.1. Probiyotik
1.1.1. Probiyotiklerin Tanim ve Tarihcesi

Probiyotik kelimesi, Yunanca kokenli olup ‘pro’ ve ‘biota’ dan tiiretilmistir.
‘Yasam icin’ ve ‘yasamsal’ anlamlarina gelmektedir (Giiltekin, 2004; Sinkiewicz, 2010;
Soccol vd., 2010). Probiyotik kavram olarak ilk kez 19. yiizyilin sonlarina dogru ortaya
cikmustir.

Bu kavrami 1908 yillarinda ilk kez Nobel o6diilli Rus bilim insan1 Elie
Metchnikoff tanitmistir. Yaslanma {izerine ¢aligmalar yapan Metchnikoff, Bulgar ve

Kafkas koyliilerinin uzun yasadiklarini fark etmis ve bu durumunda burada yasayan
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koylillerin ¢ok fazla miktarda fermente siit {irlinlerini tiiketmelerine baglamistir.
Metchnikoff, fermente siit tiikketimi ile bagirsak florasinin olumsuz etkilerinin ortadan
kaldirilabileceginin dogru orantili oldugunu saptamistir. Béylece insanlarin daha uzun
siire hayatlarinin devam edecegini bildirmistir (Ozden, 2005; Ozen, 2011). Bir diger
calismada ise probiyotik terimi ilk olarak, 1965 yilinda Lily ve Stillwell tarafindan bir
organizma tarafindan salgilanan ve bagka bir organizmanin biiyiimesini tesvik eden
maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmistir (Sarao ve Arora 2017).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) ve Uluslararas1 Probiyotik ve Prebiyotik
Bilimsel Dernegi 2014 yilinda Gida ve Tarim Orgiitiiniin (FAO) gore, “Probiyotikler,
yeterli miktarda viicuda alindiginda  konak¢isina  yarar saglayan canli
mikroorganizmalardir” seklinde tanimlanmaktadir (FAO/WHO, 2006). Probiyotik
bakteri, Turk Gida Kodeksi Gida Maddelerinin Genel Etiketleme ve Beslenme
Yoniinden Etiketleme Kurallari Tebligi’ne gore; bu mikroorganizmalar besinlerle ve
belirli miktarda alindiginda bagirsak mikrobiyotasini dengeleyip konak¢inin sagligini
olumlu yonde etkileyen canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Geng, 2016).
Son olarak en giincel tanim, 2002 yilinda Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) isbirligiyle probiyotik tanimi; “gida olarak yeterli miktarda
alindiginda konak¢inin sagligmma yararli olan canli mikroorganizmalar” olarak
tanimlanmistir (Mizock, 2015).

Probiyotik mikroorganizmalar, viicuda alindiginda sindirim sisteminde, agizda,
iist solunum yollarinda, iirogenital sistemde canliliklarin1 koruyarak bagirsaklara
ulasarak, bagirsaklarda gelisim saglayarak, bagirsak ¢eperlerinde biyolojik etki gosteren
mikroorganizma kiiltiirleridir (Ozer ve Akin 2000; Kanmani vd. 2013; Turchi vd.,
2013). Saglikli olan bir insanin, bagirsak mikrobiyotasinda 10** adet, 3 ile 4 milyon gen
kodlayan mikroorganizma yasadigi disiinilmektedir. Mikrobiyal genom, bagirsak
mikrobiyotasinin insan genomunda kodlanmamis, konakgiya faydali olan g¢esitli

metabolik aktiviteleri gerceklestirebilmesini saglamaktadir (Mizock, 2015).

1.1.2. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Probiyotik olarak kullanilan farkli bakteri tiirleri vardir fakat biiyiik bir kismi
LAB olarak tanimlanmaktadir. insanin GI mikroflorasinin énemli bir parcasi olup ve
zararl Ozellik tasimayan genis bir bakteri grubuna dahildir (Karaca, 2015; Gionchetti

vd., 2000). Farkli cinslere ait birgok mikroorganizma probiyotik olarak kullanilip ve en
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yaygin olarak kullanilanlar ise laktik asit bakterileri, enterokoklar, laktobasiller ve
bifidobakterilerdir. Ozellikle bu probiyotiklerin i¢inden laktobasiller probiyotik olarak
kullanilan bakterilerin basinda gelmektedir. Probiyotik olarak kullanilan laktik asit
bakterilerinin saghiga faydali etkileri suslara 6zgiidiir. Bu etkilerin ortaya ¢ikis1 farkl

mekanizmalarla ger¢eklesmektedir (Tok ve Aslim, 2007).

Tablo 1.1. Probiyotik mikroorganizmalar (Holzapfel vd., 2001)

L. bulgaricus, L. cellebiosus, L. delbrueckii, L.

lactis, L. acidophilus, L. reuteri, L. brevis, L. casei,

) L. curvatus, L. fermentum, L. plantarum, L.
Lactobacillus tiirleri ) B ]

johnsonii, L. rhamnosus, L. helveticus L.

salivarius, L. gasseri, L. amilovorus, L. crispatus,

L. gallinarum

o . B. adolescentis, B. bifidum B. breve, B. infantis B.
Bifidobacterium tiirleri . o .
longum, B. thermophilum, B. animalis, B. lactis

B. subtilis, B. pumilus, B. lentus B. licheniformis,
Bacillus tiirleri
B. coagulans

. ) Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici,
Pediococcus tiirleri
P. pentosaceu

) S. cremoris, S. thermophilus S. intermedius, S.
Streptococcus tiirleri ) S
lactics, S. diacetilactis

Bacteriodes tiirleri B. capillus, B. suis B. ruminicola, B. amylophilus

o ) ] Propionibacterium tiirleri
Propionibacterium tiirleri B o
P. shermanii ssp. freudenreichii

) Leuconostoc tiirleri
Leuconostoc tiirleri )
Leuconostoc mesenteroides

Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

S. cerevisiae, C. Torulopsis, Saccharomyces
Mayalar boulardi

1.1.3. Laktik Asit Bakterileri
LAB’lar; kok, ovoid, comak sekillerinde olabilen, gelisme sicakliklari termofil ve
mezofil 6zelligi gostermektedirler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme, 10-45 °C

sicaklik arasinda, asit veya alkali ortamlar1 tolere etme yeteneklerine sahiptirler (Sahin,
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1995; Etoz, 2006). Ayrica LAB’larin ¢ogu 4-4,5 pH’ da gelisme gostermektedirler.
Bazilar1 3,2 ve 9,6 gibi pH’ larda gelistikleri gortilmektedir (Holt vd., 2000).

LAB’ lar anaerobik kosullar altinda gelisim gostermektedirler. Pek ¢ok anaerobik
bakterinin tersine oksijene karsi duyarli degildirler. Oksijen varliginda da gelisim
gosterebilmektedirler. Laktik asit bakterileri gelisimleri i¢in oksijene pek fazla ihtiyag
duymayip, cok az oksijen bulunan (mikroaerofil) veya hi¢ oksijen bulunmayan
(anaerob) ortamlarda gelisim gostermektedirler. Bundan dolayi1 aerotolerant anaerob
mikroorganizmalar olarak da isimlendirilirler (Muck, 2010)

LAB’ nin optimum 30 °C ve 4.0-4.5 pH degerlerinde gelisim gostermektedirler.
Laktik asit bakterilerinin, gelisebilmesi ve ¢ogalabilmeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari pH ve
asidite diizeyleri arasinda biiyiik farklar bulunmaktadir. En diisiik pH degeri 3.0-3.6
araligindadir. Fakat bu pH degerlerinin ¢ok altinda bile kuvvetli asit olusturma 6zelligi
gosteren tlirlerinin  varliginin yam1 sira, pH 4.5 iizerinde faaliyet gosteremeyen
Lactobacilllus brevis gibi tiirlerininde mevcut oldugu bilinmektedir. Laktik asit
bakterileri genel olarak ortam sicakligmin 20-40 °C sicaklik araliginda en yiiksek
aktivite gostermektedirler (Aydin, 2019).

LAB antimikrobiyel bilesikleri iiretebilme yeteneklerine sahip olmalarindan
dolayr son 15 yildir gida koruyucusu olarak kullanilmaktadir. Bu antimikrobiyal
bilesikler; organik asit, diasetil, aseton, hidrojen peroksit, reuterin, antifungal peptitler
ve bakteriyosinlerdir. LAB’ nin bir ¢ok iiyesinin bakteriyosin irettigi bilinmektedir.
Lactobacillus acidophilus tarafindan iretilen acidophilin ve lactocidin, Lactobacillus
plantarum tarafindan {retilen lactolin ve Lactococcus lactis tarafindan iiretilen nisin
maddeler antibakteriyel etki gostermektedir. LAB’ nin iirettikleri bakteriyosinler
bakterilerin  tiirine bagli olarak gida kokenli patojen bakterileri inhibe
edebilmektedirler. Bunun yaninda bakteriyosinlerin bazi gram negatif bakteriler
tizerinde de etkili oldugu bildirilmistir (Messi, 2001).

LAB, hem ev hem de sanayide fermente gidalarin iiretimi i¢in yaygin olarak
kullanilan 6nemli bir fermantatif bakteri grubunu igermektedir. Ayni1 zamanda normal
bagirsak mikroflorasinin bir pargasidir. Cok sayida calisma, LAB’ nin probiyotik
organizmalar olarak genis bir uygulamaya sahip oldugunu, insanlara ve diger

hayvanlara yararli saglik etkileri oldugunu gostermektedir (Saxelin vd., 2005).
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Ayrica, sagliga faydali enzimler, LAB suslarinin probiyotik fonksiyonlarindan
sorumlu safra tuzu hidrolaz (BSH), B-galaktosidaz iiretirler ve BSH aktivitesine sahip

laktobasillerin serum kolesterol seviyesini diistirdiigii bildirilmektedir (Goldin, 2011).

1.1.4. Probiyotiklerde Aranan Ozellikler
Mikroorganizmanin, probiyotik olarak insanlar tarafindan gilivenilir bir sekilde
kullanilabilmesi i¢in deneysel ve klinik ¢alismalarla o mikroorganizmanin probiyotik
ozelliklerinin  belirlenmesi gerekmektedir. Probiyotik 6zellikler tiirlere 6zgldiir
(Giilmez ve Giiven, 2002).
Probiyotik bakterilerde aranan sunlardir (Tugba, 2019) ;
e Bagirsak epiteline tutunabilmeli,
e Sindirim sistemi mikroflorasinin dengede tutulmasini saglamali,
e Patojenlerin gelisimini engellemeli ve tiiketilen gidalarin yararlanma derecesini
artirmalidirlar,
e Antibakteriyel direnci, patojen mikroorganizmalara nakletmemelidirler,
e (Gidalara eklendiginde kalitesini diisiirmemelidirler,
e Patojenlere inhibitor etki yapmalidirlar,
e Metabolik aktiviteyi diizenlemelidirler,
e Patojenlere kars1 immiin sistemi giiclendirebilmelidirler,
e Konak¢inin, gidalardan daha fazla yararlanmasini saglamalidirlar,
e Patojen ve toksijenik olmamalidirlar,
e Mikroorganizmanin adaptasyonunu kolaylastirmak icin insan orijinli suslar
secilmelidir,
e Depolama sirasinda canliligini koruyabilmeli ve antimikrobiyal maddeler
iretebilmelidir (Yilsay ve Kurdal 2000).

1.1.5. Probiyotik Bakterilerin Saghktaki Rolii ve Etki Mekanizmasi

Probiyotikler; gidalarin besin degerini arttirir, bagirsak saglhigmi iyilestirmek,
antimikrobiyal maddeler {iiretmek, patojenlerin epitel ve mukozal yapigmasinin
engellemek, sinirl besinler i¢in rekabet saglamak, patojenlerin epitelyal invazyonun
inhibe edilmek, bagisiklik sisteminin modiilasyonunu, bagirsak mikrobiyotasi, bagirsak
aktivitelerini diizenlemek gibi bircok mekanizmayla enfeksiyonu 6nlemektedir (Dunne

vd., 1999; Salminen vd.,1998). Probiyotiklerin etki mekanizmalar1 konusunda olusan
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bilgiler dogrultusunda, ¢oklu etki mekanizmalarinin olabilecegi ve her bir susa 6zel

islevsel mekanizmalar one siiriilebilmektedir (Gueimonde ve Salminen, 2006).

Tablo 1.2. Probiyotik Etki Mekanizmalart (Bozkurt ve Aslim 2004; Mercenier vd., 2002)

Saghga faydal olduklar: alanlar

One siiriilen mekanizmalar

Laktoz intoleransi

Barsak miktobiyotast lizerine olumlu etkisi

Immiin sisteminin gili¢lendirilmesi

Helicobacter pylori’ nin sebep oldugu enfeksiyonlar

Kan lipitlerinin diisiiriilmesi ve kalp hastaliginin

riskinin azaltilmasi

Intestinal sistemdeki infeksiyonlarin engellenmesi

Urogenital enfeksiyonlar

[ltihap veya alerjik reaksiyonlarin azaltilmasi

Bakteriyal galaktosidazin, laktoz iizerine etki etmesi.

Toksik metabolit {iretiminin azaltilmasi yoluyla, asir
gelismis olan floranin aktivitesinin etkilenmesi ve

antibakteriyal 6zellikler gostermektedir.

Beyaz kan hiicrelerinin fagositik aktivitelerininin, IgA
tretiminin  arttirillmasil ve intra-epitel lenfositlerin
cogaltilmast

Laktik asit tiretimi ve H.pylori’nin iireaz aktivitesinin
azaltilmasi

Kolesterol maddelerinin asimilasyonu ve safra tuzu
hidrolazin dekonjugasyonun artmast ile bu safra
tuzlarinin atliminin arttirilmast

Sistemik veya salgisal immun cevap stimiilasyonu,
barsak kosullariin, patojenlerin gelismesine izin
vermeyecek sekilde degistirilmesi (pH, kisa zincirli
yag asitleri, bakteriyosinler)

Agregasyon, koagregasyon yetenekleri ve

intestinal mukozaya yapismak suretiyle patojenlerin
yapismasinin engellenmesi

Vajinal, iiriner kanal hiicrelerine yapigsma ve c¢ok iyi
kolonize olabilme bunu yaninda inhibitdr maddelerin
tiretimi (hidrojen ve oksijen gibi)

Bagisiklik sisteminin

dengesinin, yeniden

diizenlenmesi ve sitokin sentezinin diizenlenmesi
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Tablo 1.2. (Devam) Probiyotik Etki Mekanizmalart (Bozkurt ve Aslim 2004, Mercenier vd., 2002)

Saghga faydal olduklar1 alanlar One siiriilen mekanizmalar

Kolon kanseri riskinin dnlenmesi Immiin sistemi giiclendirmesi ve mutajenik
materyalleri baglama, kisa zincirli yag asitlerinin
olusturulmas: ile kanser hiicrelerinin olusumun

engellenmesi

Kanser yapicilarin aktivitelerini inhibe etme ve
intestinal sistem mikroorganizmalarinin irettigi
kanser yapici materyalleri treten enzimlerin

engellenmesi

Laktasif etki ile toksik metabolitlerinin kolonda
kalmasimin  azalmas: ve ikincil safra tuzu

derisimlerini etkileme (Laparra ve Sanz 2010).

Laktoz inteloransi: Laktozun bagirsaklarda sindirilebilmesi icin ince bagirsakta -

galaktosidaz  enziminin  (laktaz) bulunmasi gerekmektedir. Laktaz enzimi
salgilanmamas1 veya yetersiz salgilanmasi gibi durumlarda laktoz intoleransi ortaya
cikmaktadir. Probiyotiklerin bakteriyel laktaz enzimi, laktozun sindirimine yardimci
olarak laktoz intoleransi azaltici etkisi ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan c¢alismalarda,
Lactobacillus acidophilus’lu siit tiikketmenin laktozun sindirimini kolaylastirdig:
aragtirmalar sonucu ortaya ¢ikmistir (Swagerty vd., 2002). Bunun yaninda yogurtta
bulunan probiyotik suslar laktaz enzimleri laktozu kalin bagirsaga ulasmadan

sindirmektedir. Ortaya ¢ikacak semptomlar: 6nlemektedir (Ceyhan ve Alig, 2012).

Serum kolesterol seviyesinin diisiiriilmesi; Probiyotik igeren siit {irlinlerinin
tilketilmesi sonucunda serum kolesterol seviyesinde diigme tespit edilmistir (Pan vd.,
2011; Sirilun vd., 2010). Probiyotiklerin, kan serum kolesterol seviyesini diisiirmesi
baz1 klinik ¢alismalarla kanitlanmistir. Disaridan almman veya viicut tarafindan
sentezlenen kolesterol safra asitlerine doniismektedir. Bazi probiyotik tiirler, 6rnegin; L.
acidophilus, safra asitlerini konjuge edebilme yetenegine sahiptirler. Bu bakteriler
tarafindan konjuge edilen safra asitleri lipitlere gore daha kolay emilmektedir. Bunun
sonucunda serum kolesterol seviyesinde bir diisme meydana gelmektedir. Yapilan bir

klinik arastirmada hiperlipidemik hastalara 3 ay siireyle L. sporogenes verildiginde
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serum Kolesterol seviyesinin % 32 oraninda azaldigi gozlemlenmistir (Mohan vd., 1990;
Isolauri vd., 2001)

1.2. Diyabet

Diyabet, pankreasin beta hiicrelerinden iretilen instilin  hormonunun
tiretilememesinden ya da insiilinin  hiicreler tarafindan etkili bir sekilde
kullanilamamasindan  kaynaklanir. Viicudun yag, protein ve Kkarbonhidrat
metabolizmasini etkileyen ve hiperglisemi ile seyreden kronik bir hastaliktir (Ural,
2018). Diyabet 4 ana grup seklinde siniflanmistir (Inzucchi vd., 2010)

e Tip1diyabet

e Tip 2 diyabet

e Diger spesifik tipler

e Gestasyonel

1.2.1. Diyabetin Epidemiyolojisi

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) 2014 yilinda 20-79 yas aralifindaki
halkin %8,2’sinin (387 milyon kisi) diyabet ile yasadigini bildirmistir. Bu rakamlar
2013 yilinda, 382 milyon kisi iken 2035 yilinda 592 milyon kisi olacagi
ongoriilmektedir (Guariguata, 2014). Bu diyabetteki yiikselislerin 6zellikle gelismekte
olan {lkelerde 45-64 yas grubunda daha yiiksek oranda gerceklesecegi
vurgulanmaktadir (Baba, 2016). Tiirkiye’de 1998 de yapilmis olan Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji (TURDEP-I) ¢aligsmas ile 2010 yilinda yapilmis olan Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji (TURDEP-II) ¢aligmasi kiyaslandiginda 12 yilda diyabet sikligi %90
artmistir. Bu ¢aligmalarda, diyabetin ¢ok ciddi sekilde 6nemsenmesi gereken bir saglik

sorunu oldugunu ortaya koymustur (Demirbas, 2019).

1.2.2. Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet, diinya ¢apinda yaklasik 20 milyon kisiyi etkilemektedir (American
Diabetes Association, 2001). Tip 1 diyabet, tiim yas gruplarinda rastlansada bu kisilerin
cogu 4-5 yaslarinda veya genglerde ve erken eriskinlik doneminde teshis edilmektedir
(Blood vd., 1975). Avrupanin genelinde 15 yasin altindaki ¢ocuklarda Tip 1 diyabete
yakalanma siklig1 ortalama yillik artis % 3,4' tir (EURODIAB ACE study Group,
2000). En yiiksek artisin 5 yasin altindaki ¢ocuklarda oldugu goriilmektedir (Karvonen
vd., 1999).
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Tip 1 diyabetin olusmasina yol agan insiilin eksikliginin pankreatik beta
hiicrelerine karst olan immiin toleransinin olmamasi nedeniyle beta hiicre hasarina yol
acmaktadir (Waldron-Lynch ve Herold, 2009). Tip 1 Diyabetin ortaya c¢ikisinda
otoimmiin sistem, genetik ve ¢evresel faktorler etkilidir (Alphan, 2013). Tip 1 diyabetin
tipik semptomlar1 Gorsel 1.2'de gosterilmektedir. Bununla birlikte, asir1 susama, sik

idrara ¢ikma ve kilo kayb1 goriilmektedir (International Diabetes Federation, 2019).

Excessive thirst Blurred vision Bedwetting
& C
Lack of energy, Constant Sudden weight
fatigue hunger loss

Gorsel 1.2. Tip 1 diyabetin semptom/ar: (International Diabetes Federation. IDF Diabetes Atlas, 9th edn.

Brussels, Belgium: International Diabetes Federation, 2019. https://diabetesatlas.org/en/)

Pankreasta bulunan beta hiicrelerinin yikimi sonucunda insiilin sekresyonunda
eksiklige yol agmaktadir. Insiilin sekresyonunun azalmasiyla birlikte pankreatik beta
hiicrelerinin  fonksiyonu bozulur. Bunun sonucunda asir1  glukagon salinimi
olusmaktadir. Normal kosullarda hiperglisemi durumunda pankreastan glukagon
salmmminin azaltilmas1 gerekmektedir. Ancak Tip 1 diyabetli hastalarda glukagon
hiperglisemi varliginda baskilanamaz. Karsilasilan bu metabolik bozukluga 6rnek
insiilin yokluguna bagl hizlica gelisen diyabetik ketoasidozdur. Insiilin yoklugunun
kontrolsiiz olmasmin sonucunda lipoliz ve plazmada, kas hiicresi gibi periferal
dokularda, glikoz metabolizmasini baskilayan serbest yag asitlerinde artis meydana
gelmektedir. Glikoz kullanimindaki bozukluk ve insiilin eksikligi karacigerde bulunan
glikokinaz enzimi gibi hedef hiicrelerde insiiline yanit veren pek ¢ok genin

ekspresyonunu azaltip bozmaktadir. Tip 1 diyabetli hastalarda insiilin yetersizligi
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sonucunda glikoz, yag ve protein metabolizmalarinda bozulmalar meydana gelmektedir
(Ozougwu, 2013).

1.2.3. Probiyotiklerin Diyabet Uzerine Etkisi

Probiyotik bakteriler ve diyabet iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Probiyotik
Ozellik gosteren bakterilerin  antidiyabetik  etkileri oldugu distiniilmektedir.
Lactobacillus ve Bifidobacteria' nin antidiyabetik etkisi bircok ¢aligmada arastirilmistir.
Calismalarda Lactabacillus suslarinin HbA1c ve aglik ile tokluk kan glukoz seviyelerini
azalttig1 bunun sonucunda da antidiyabetik etki gosterdigi saptanmistir (Yun vd., 2009;
Andreasen vd., 2010; Moroti vd., 2012; Mazloom vd., 2013). Fare modeli
calismalarinda probiyotikler kullanilmstir ve bu probiyotiklerin glukogenogenezi inhibe
ettigi, glukoz seviyelerini disiirdigii gézlemlenmistir (Everard vd., 2013; Isik vd.,
2016).

Fare modelinde yapilan ¢alismalarda Lactobacillus casei kullanilmistir. Insiiline
bagimli olmayan diyabet i¢cim antidiyabetik etkisi oldugu saptanmistir. 4 haftalik model
olusturulan farelere oral uygulama ile % 0.5 Lb. casei verilmistir. Plazma glukozu, 8-10
haftalik olduklarinda kontrol grubu farelerle karsilastirildiginda énemli derecede diisiis
gostermistir (Matsuzaki vd., 1997a,b,c). Streptozotosin (STZ) ile model olusturulmus
farelerde, Lactobacillus GG’ nin oral uygulamasiyla kan glikozillenmis hemoglobin
seviyesini 6nemli derecede diislirmiistiir. Bunun yaninda glukoz tolerans testini
gelistirmistir ve Lactobacillus GG uygulanmis grupta insiilin salgilama aktivitesini
devam ettirmistir (Tabuchi vd., 2003).

Probiyotik olan Streptococcus thermophilus, L. caseii, L. acidophilus ve
Bifidobacterium Lactis bakteriler ile yapilan ¢alismada kefir igerisine bu bakteriler ilave
edilmistir. Bu kefirin tiiketilmesiyle serum glukoz ve HbAlc seviyelerinde diisiis
meydana geldigi gozlemlenmistir (Ostadrahimi vd., 2015). Bir diger ¢aligmada L.
acidophilus La5 ve B. lactis Bb12 iceren kegi siitiiniin tiiketilmesiyle birlikte kan glukoz
reglilasyonu, inflamasyon ve kan lipid seviyesinin tizerine etkili oldugu saptanmistir
(Tonnucci vd., 2017).

1.2.4. Kan Glukoz Kontrol Hedefleri: Giincel terapotik stratejiler
Diyabetik kosullarda kan glukoz seviyesini kontrol etmke icin cesitli trepotik
stratejiler kullanilmaktadir. Tip 2 diyabet i¢in, piyasada c¢esitli oral ilaclar

bulunmaktadir. Kan sekerini ayarlamak i¢in viicut fizyolojisinin ¢esitli basamaklarini
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bloke edereck ayarlamaya c¢alismaktadir. a-glukosidaz  aktivitesini engelleyerek
glukozun bagirsaktan emilimini azaltir, periferal dokularin insiilin duyarliligini arttirir,
pankreatik B-hiicrelerini uyarir ve insiilin liretimini arttirir ve hepatil glukoz {iretimini
inhibe etmektedir. Cesitli oral hipoglisemik farmakolojik ajanlar, siilfoniliireler,
tiazolidinediyonlar (TZD), biguanidler ve a-glukosidaz inhibitdrleri farkli hedeflerde

calisarak hiperglisemiyi tedavi etmek i¢i kullanilmaktadir.

Siilfoniliireler (insiilin salgilaticilar) kimyasallari pankreasin daha fazla insiilin
salgilamas1 i¢in uyarir. Silfoniliireler, Tolbutamide (Orinase®), Tolazamide
(Tolinase®), Glipizide (Glucotrol®, GlucotrolXL®) B-hiicrelerininplazma memraninda
bulunan reseptorlere etki etmektedir. a-glukosidaz inhibitdrleri karbonhidratlarin
sindirilmesini yavaglatir. Glukoz emilimini geciktirir ve yemek yedikten sonra kan
sekerinin yiikselmesini azaltmaktadir. Acarbose (Precose®) ve Miglitol (Glyset®)
(Tyrberg ve Levine, 2001).

Diger popiiler oral antidiyabetik bilesikler ise tiazolidineodionlardir. Viicut
hiicrelerini insiiline kars1 daha duyarli hale getirerek insiilin direncinin {istesinden
gelmek icin kullanilmaktadir. Ornegin, Pioglizatone (Actos®) ve Posiglizatone

(Avandia®).

1.2.5. Diyabet Icin Alternatif Tedaviler

Insanlar tarafindan kullanilan alternatif tedavileri inceleyen c¢alismalar alternatif
tedavileri desteklemektedir. Ekonomik sikintilar, yasam kalitesindeki potansiyel tehdit,
diyabetin kronik dogasindan dolayr bir¢ok insan bununla iistesinden gelmek igin
alternatif tedavilere yonelmektedir. Ryan vd. (1999) Kanada’da %25 diyabetli hastanin
alternatif tedavi kullandigini bulmustur. Kullanilan esas tedaviler, bitkiler, masaj,

beslenme terapileri ve meditasyonlardir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Bakteriler

Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi mikrobiyoloji laboratuvarinda

onceden insan kaynakli, oral ve peynir’den izole edilmis laktik asit bakterilerinden 62

tane kiiltiir secilmistir.

2.1.2. Patojen Bakteriler

Klebsiella Pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella,

Listeria monocytogenes, Pseudomonas, Candida albicans, Bacillus cereus.

2.1.3. Besiyerleri

2.1.3.1. MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) agar
MRS Agar (Merck, 110660) 68,2 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri distile suda 1iyice ¢oOzdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.2. M17 agar
M17 Agar (Merck, 115108) 55¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri distile suda 1iyice ¢ozdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.3. BHI (Brain Heart Infusion) agar
BHI agar (Sigma-Aldrich, 70138) 52 ¢
Distile su 1000 ml
Besiyeri distile suda iyice ¢Ozdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.4. Patates dektroz agar (PDA)
Patates Dektroz Agar (Merck, 110130) 39¢
Distile su 1000 ml
Besiyeri distile suda iyice ¢oOzdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.3.6. Mueller hinton agar
Mueller Hinton Agar (Merck, 105437) 359
Distile su 1000 ml

Besiyeri distile suda 1iyice c¢Ozdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.7. MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) broth
MRS Broth (Merck, 110661) 509
Distile su 1000 ml
Besiyeri distile suda iyice ¢ozdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.8. BHI (Brain Heart Infusion) broth
BHI Broth (Sigma-Aldrich, 70138) 52 ¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri distile suda iyice ¢ozdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.9. Skim Milk Besiyeri
Skim milk 109
Distile su 100 ml
Besiyeri distile suda 1iyice ¢ozdiiriildiikten sonra
otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.10. Elliker Agar

Tryptone 209
Yeast extract 50
Dekstroz 50
Laktoz 59
Sucrose 50
Sodium chloride 49
Gelatin 2,50 ¢
Sodium acetate 1,509
Ascorbic acid 0,509
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Distile su 1000 ml

Besiyeri distile suda 1iyice c¢Ozdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.11. PCA (Plate Count Agar)
PCA (Merck 1.05463) 22,5gr

Distile su 1000 ml

Besiyeri distile suda 1iyice c¢Ozdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.12. KF Streptococcus Agar
KF Streptococcus Agar (Merck 1.10707) 76 gr

Distile su 1000 ml

Besiyeri distile suda iyice c¢dozdiiriildiikkten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.13. EMB (Eosin Methylen-blue Lactose Sucrose) Agar
EMB Agar (Merck 1.01347) 36 gr

Distile su 1000 ml

Besiyeri distile suda 1iyice ¢ozdiiriildiikten sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.4. Kimyasallar ve c¢ozeltiler

2.1.4.1. %20’lik gliserol
Gliserol 20 ml
Distile su 80 ml

121°C’de

121°C’de

121°C’de

121°C’de

15 dakika

15 dakika

15 dakika

15 dakika

Gliserol ve distile su karistirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir.

2.1.4.2. %3’liik hidrojen peroksit
%35’lik hidrojen peroksit 8,57 ml
Distile su 1,43 ml
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2.1.4.3. Lizozim soliisyonu
Lizozim (Sigma-Aldrich) 29
Distile su 100 mi

2.1.4.4. Fosfat tamponu (PBS)

NaCl 849
KCI 0,29
Na2HPO4 1,44 g
KH2PO;4 0,24 g
Distile su 1000 ml

Tiim bilesenler distile su ile karistirildiktan sonra pH 7,2’ye ayarlanmistir.

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.4.5. Fizyolojik tuzlu su (FTS)
NaCl 859
Distile su 1000 ml

2.1.4.6. Fosfat buffer 2M’ lik)

NaH2POg. 2H20 3,560
NaH2POg. H-20 2,76 ¢
Distile su 100 ml

Iki madde ayr1 ayr1 kaplara almip distile su ile sulandirilmistir. 30,5 ml NaH2POa.
2H>0 ¢ozeltisinden, 19,5 ml NaH2POs4. H.0 c¢ozeltisinden alinip aymi  kapta
karistirilmistir. pH 7° ye ayarlanmstir.

2.1.4.7. 0,1 N NaOH c¢ozeltisi
NaOH 3449
Distile su 1000 ml
Distile su ile iyice karistirilmastir.

2.1.4.7. Toluene-Aseton ¢ozeltisi
Toluene 1ml
Aseton 9ml

Ayni1 kapa aliip iyice karistirilir.
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2.1.4.8. ONPG
ONPG 0,008 g

Distile su 1 ml
Distile su ile iyice karistirilmistir.

2.1.4.9. Yikama tamponu

40 mM NaH2POg4 143 g
60 mM Na2HPO4. 2H20 3,209
Distile su 300 ml

Distile su ile iyice karistirtlip pH 7’ ye ayarlanmistir. 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.4.10. %33’ litk Potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi
KOH 339
Distile su 100 ml

Distile suda iyice karistirilmistir.

2.1.4.11. Intestinal acetone powder from rat ¢ézeltisi
Rat intestinal 0,01g
Distile su 1ml

Taze hazirlanmalidir. Steril distile su i¢inde ¢ozdiirilmiistiir.

2.1.4.12. Akarboz cozeltisi
Akarboz 0,03 g
Distile su 1mil

Taze hazirlanmalidir. Steril distile su i¢inde ¢ozdiirilmiistiir.

2.2. Yontem

2.2.1. Laktik asit bakterilerinin incelenmesi
Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda

onceden izole edilen 62 laktik asit bakteri izolat1 ¢alismada kullanilmistir.

Kiiltirler M17 broth ve MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) broth besiyerlerine
ekilerek 24-48 saaat %5 CO3 igceren ortamda inkiibe edildikten sonra MRS ve M17

agara ¢izgi yontemiyle ekilerek 24-48 saaat %5 CO: igeren etiivde inkiibe edilmistir.

34



Inkiibasyondan sonra koloni morfolojisi incelenerek ve gram boyama yapilarak
mikroskop altinda kiiltiirlerin saflig1 belirlenmistir. Saf olan kiiltiirler %20’lik gliserolde

-86 °C’de testlerde kullanilmak iizere stoklanmistir.

2.2.1.1. Gram boyama

MRS ve M17 agarda %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edilen kiiltiirlerden
preperat hazirlanmistir. Lam tizerine alinip kurutulup ateste fikse edilmistir. Preperat
kristal viyole ile boyanip 1 dakika bekletildikten sonra su ile yitkanmistir. 1 dakika liigol
muamele edilerek yine su ile yikanmistir. %95°lik etanol ile 20-25 saniye dekolorize
edilmistir. Ardindan tekrar su ile yitkanmistir. Preperat son olarak safranin ile 15 saniye
boyanmustir. Su ile yikayip kurutulduktan sonra 11k mikroskobunda bakteri morfolojisi
incelenmistir. Pembe renkte goriinen koloniler Gram negatif, mor renkle goriinen

koloniler ise Gram pozitif olarak degerlendirilmistir (Tamer vd., 1989).

2.2.1.2. Katalaz testi

MRS ve M17 agarda %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edilen kiiltiirlere birer
damla %3’liik hidrojen peroksit (H202) damlatilmistir. Damlatilan kiiltiir izerinde hava
kabarcigt olusumu katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Hava kabarcigi

olugmadiysa da katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Akcelik vd., 2000).

2.2.2. pH direngliligi

Farkli pH’larda bakterilerin gelisimine bakilmistir. MRS ve M17 broth
besiyerlerinin sirasiyla pH’ lan 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 7, 8 olarak ayarlanmistir. 18-24
saatlik bakteri kiiltiirlerinden pH’s1 ayarlanmis MRS ve M17 brotha inokiile edilip %5
COzigeren etiivde 24-48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra MRS ve M17 kat:

besiyerine ekilerek bakterilerin canlilig1 kontrol edilmistir.

2.2.3. Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sartlara direnci
Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sartlara direngli olup olmadiklarini

belirlemek i¢in safra tuzu direng testi yapilmustir.

2.2.3.1. Safra tuzu (oxgall) direnci
MRS ve M17 brothlar %0,3, %0,6, %1,25 ve %2,5 olacak sekilde safra tuzu
eklenmistir. 180 pl safra tuzu igeren besiyerlerine 18-24 saatlik bakteri kiiltlirlerinden

20 pl bakteri kiiltiirii inokiile edilerek %5 COz iceren etiivde 24-48 saat 37°C’de inkiibe
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edilmistir. 0., 3. ve 24. saatte alman Orneklerin spektrofotometrede 630 nm’de optik

yogunlugu dl¢iilmistiir (Koll vd., 2008).

2.2.4. Laktik asit bakterilerinin agregasyon aktiviteleri

2.2.4.1. Otoagregasyon
MRS ve M17 brothta 18-24 saat %5 CO; i¢eren ortamda inkiibe edilen bakteri

kiiltiirleri 5.000 x g’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra pelet iki defa PBS ile
yikanmigtir. PBS ile resiispanse edilen bakterilerin spektrofotometrede 600 nm
baslangictaki optik yogunlugu Olciilmiistiir. Oda sicakliginda 4 saatlik inkiibasyon
sonunda {ist fazdan alinip spektrofotometrede 600 nm de 4 saat sonraki optik yogunlugu
Olgiilmiistir (Bosch vd., 2012). Otoagregasyon aktivitesi asagidaki formil ile
hesaplanmustir.

Otoagregasyon kapasitesi = 1-(OD; / ODo) x 100

OD: : 4. saatteki optik yogunluk

ODyo : Baslangictaki optik yogunluk

2.2.4.2. Koagregasyon
Bakterilerin koagregasyon aktivitesinin belirlenmesi i¢in patojen bakteri olarak

Escherichia coli ve Staphylococcus aureus segilmistir. Bakteri siispansiyonlari
otoagregasyonda belirtilen sekilde hazirlanmistir. Laktik asit bakterisi ve patojen bakteri
siispansiyonlarindan esit hacimde alinarak karistirilmistir. Tim bakteriler kendi
siispansiyonlartyla birlikte 5 saat oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda tist faz alimip spektrofotometrede 600 nm’deki optik yogunlugu Ol¢iilmiistiir
(Taheur vd., 2016).
Koagregasyon aktivitesi asagidaki formul ile hesaplanmustir.

Koagregasyon kapasitesi =

[(ODpatojentODLAB)-2 X (ODmix) / (ODpatojen+ODLag)] X 100

ODpatojen : Patojen bakterilerin optik yogunlugu

ODvag : LAB’lerinin optik yogunlugu

ODnix : Patojen ve LAB’lerinin birlikte optik yogunlugu
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2.2.5. Laktik asit bakterilerinin hiicre-yiizey hidrofobisitesi

Hiicre-ylizey hidrofobisitesi kloroform ile test edilmistir. MRS ve M17 brothta
18-24 saat %5 CO: igeren ortamda inkiibe edilen bakteri kiiltiirler 10.000 x g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Peletler iic defa PBS ile yikanmustir. Pelet {izerine PBS
eklendikten sonra spektrofotometrede 580 nm’de optik yogunlugu OSlctilmiistir (1.
okuma). Ardindan 1,5 ml hiicre siispansiyonu ile esit hacimde ¢oziici 2 dakika
vortekslenmistir. Elde edilen karigimin, iki fazinin iyice ayrilabilmesi i¢in 20 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Ust faz almarak 580 nm’de 2. okuma yapilmistir (Taheur
vd., 2016).

Hiicre-yiizey hidrofobisitesi agagidaki formiil ile hesaplanmustir.

% HidrOfObiSite = [(ODl_okuma‘ODZ_okuma) /ODl,okuma)] X 100

2.2.6. Laktik asit iiretimi

Kiiltiirlerin laktik asit tiretim miktarlari titrasyon yontemi ile belirlenmistir. MRS
ve M17 brothta 18-24 saat %5 CO- igeren ortamda inkiibe edilen bakteri kiltiirleri 10
ml yagsiz siit tozu (skim milk) besiyerine %1 oraninda inokiilasyon yapilarak %5 CO>
iceren etiivde 24-48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler
erlene alinarak tizerine 90 ml distile su eklenip 100 ml’ye tamamlanmistir. Elde edilen
karisimin uzerine 5 damla fenol fitalein indikatorii damlatilmistir. 0,1 N NaOH ile
titrasyon islemi baslatilip ¢cozeltiden damla damla eklenip karistirilmistir. Renk degisimi
kalict1 olana kadar isleme devam edilmistir. Renk degisiminin kalict oldugu
gbzlemlendigi zaman islem durdurulmustur. Kiiltiirlerin iirettigi asit titre edilebilir
yiizde asitlik olarak hesaplanmistir (Geng, 2016).

Asidite (% laktik asit) = Harcanan 0,1 N NaOH (ml) * 0,9 / alinan 6rnek miktart
(ml)

2.2.7. Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarimin antibakteriyal aktivitelerinin
belirlenmesi

MRS ve M17 brothta 18-24 saat %5 CO; i¢eren ortamda inkiibe edilen bakteri
kiltiirleri 4°C, 11.000 x g’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan
stipernatan bagka bir tiipe alinmistir. Deneyde kullanilacak Klebsiella pneumoniae, E.
coli, S. aureus, Salmonella, Listeria monocytogenes, Pseudomonas, Candida albicans,
Bacillus cereus patojenler kullanilmistir. Patojen mikroorganizmalarin 24 saatlik

kiiltiirlerinden McFarland 1’e gore diliisyon yapilmistir. 100 pl Mueller Hinton Agar
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besiyerine aktarilarak steril ekiivyon ile yayilmistir. Besiyeri yiizeyi iyice kuruduktan
sonra mantar delici ile 0,8 cm ¢apinda kuyucuklar agilmistir. Bu kuyucuklarin her birine
100 pl filtrat eklenmistir. %5 CO; igeren etiivde 24-48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zonlarmin caplar dl¢iilmiistiir (Arik, 2019).

2.2.8. Lipolitik Aktivite

Lipolitik aktivite tayininde steril Elliker agar i¢ine rodamin B filtreden gecirilerek
ilave edilmistir. Bu steril karigimin igine ayr1 ayri steril zeytin yagi, aygicek yagi, tween
80 ve tween 20 konulmustur. Bu kat1 besiyerleri petrilere dokiilmiistiir. MRS ve M17
brothta 18-24 saat %5 CO igeren ortamda inkiibe edilen bakteri kiiltiirleri bu besiyerine
inokiile edilmistir. %5 CO: igeren ectiivde 24-48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda UV’de 350 nm de &rneklere bakilmustir. Eger lipaz aktivitesi vasra

turuncu bir 1s1ma, eger yoksa pembe bir 1s1ma olusmaktadir (Tanasupawat, 2015).

2.2.9. p-galaktosidaz aktivitesi
MRS ve M17 brothta 18-24 saat %5 CO3 igeren ortamda inkiibe edilen bakteri

kiiltiirleri 9000 x g 10 dakika 4 C de santrifiij edilerek 5’er ml yikama tamponuyla (60
mM NaHPO4.2H,0 ve 40 mM NaH2POs) iki kez yikanmistir. Yikanan peletlerin
tizerine laktozlu MRS besiyerinden her tiipe 5 ml dagitilmistir. Kok olan izolatlar
aerobik 25 T etiivde, basil olan izolatlar ise 37 °C anaerobik etiive inkiinasyona
birakilmistir. 24 saat sonunda tekrardan santrifiij edilip yukarida tarif edildigi gibi
yikanmiglardir. Her birine 2 ml tampon eklenerek 150 pl alip 96’11 platelere koyup
spektrofotometrede 560 nm de ilk okuma yapilmigtir (Alseo). Tiiplerden 1’er ml
ependorflara almmistir. Uzerine 50 ul toluen/aseton (1/9) eklenmistir. 7 dakika
vortakslenmistir. 100 pl baska ependorfa aktarip 900 pl fosfat tamponu eklenmistir. 200
ul ONPG eklenip 37°C 15 dakika su banyosunda bekletilmistir. Reaksiyonun durmasi
icin 500 pl Na2COs her ependorfa eklenip 420 ve 560 nm de okunmustur (Vinderola ve
Reinheimer, 2003)

Yiizde B-galaktosidaz aktivitesi

1000 X [(As20 - 1,75 X A2s60)/(15 dakika x 1 ml x Alseo)]
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2.2.10. Kolesterol Asimilasyonu
MRS ve M17 broth igine %0,3 oxgall ve 1 ml de 100 pg olacak sekilde kolesterol

ilave edilip 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Tiiplere 5’er ml
besiyerinden ilave edilip %1 olacak sekilde MRS ve M17 brothta 18-24 saat %5 CO:>
iceren ortamda inkiibe edilen bakteri kiiltiirlerinden eklenmistir. %5 CO- i¢eren etiivde
24-48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 9000 x g de 15 dakika
santriflij edilmistir. 1 ml siipernatandan alip 1 ml %33’liik KOH eklendikten sonra 2 ml
%95°1ik etanol ilave edilmistir. Vortekslenip 37° C su banyosunda 15 dakika
bekletilmistir. 2 ml distile su ve 3 ml hekzan ilave edilip vortekslenmistir. Ustte olusan
hekzan sivisindan 1 ml alinip 65 C su banyosunda hekzanin buharlasmasi beklenmistir.
Ustiine 2 ml O-fitalaldehit ilave edilip karistirilmis ve 0,5 ml siilfiirik asit eklenip 1
dakika vortekslenmistir. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
spektrofotometrede 550 nm de Slglilmistiir. Asagidaki formiil ile izolatlarin kolesterol
asimilasyonu hesaplanmistir (Shehata vd., 2016)

A = (B-C/B)x100

A=Kolesteroliin giderimi(%)

B=Kontrol grubu ortamdaki kolesterol miktari (ng)

C=Suslardan elde edilen kiiltiir ortamindaki kolesterol miktar1 (ng)

2.2.11. Glukosidaz inhibisyonunun 6l¢iimii

Glikosidaz inhibisyonu, karbonhidratlara inokiile edilen bakteri ekstratlarinin fare
bagirsak oziitii ile inkiibe edilerek glikoz olusum hizi izlenip degerlendirilmistir. Bakteri
hiicre lizat1 ve siipernatanla calisilmistir. Izolatlar 3 kez aktiflestirildikten sonra 12000 g
15 dakikada santrifiij edilmistir. Stipernatan deney i¢in ayrilmistir. Pelet iki kez PBS ile
yikanmistir. Yikama islemi bittikten sonra peletin yas agirligi 500 mg’a ayarlanmigtir.
Uzerine 1 ml nuclease icermeyen su ilave edilmistir. Iyice karistirildiktan sonra 65
°C’de 30 dakika su banyosunda oldiiriilmistiir. Ardindan buz igine alinan izolatlar
sonikatoérde 20 Kh; 3 kez 30 saniyede parcalanmistir. Par¢alama islemi bittikten sonra
12000 x g de 15 dakika santrifiij yapilip slipernatan deneyde kullanilmak iizere -70 °C’
de saklanmistir. Karbonhidrat olarak maltoz, siikroz, laktoz, nisasta kullanilmistir. 300
ul karbonhidrat (30 mg/ml) i¢ine siipernatam konulmustur. 300 pl karbonhidrat (30
mg/ml) icine 150 ul PBS eklenmistir (kontrol). 300 ul akarboz (30 mg/ml)

kullanilmistir (pozitif kontrol). 300 pl akarboz iizerine karbonhidrat eklenmistir. Bu
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reaksiyonlar 37°C 10 dakika su banyosunda inkiide edilmistir. inkiibasyon sonunda her
bir tiipe 50 pl sican bagirsak aseton ekstrati (intestinal acetone powder from rat)
eklenerek reaksiyon baglatilmistir. Glikoz konsantrasyonlari elabscience glucose (Glu)
assay kit kullanilarak 0., 30., 60. ve 90. dakikalarda inkiibasyon edilerek
spektrofotometrede 505 nm de Gl¢iilmistiir (Panwar vd., 2014).

2.2.12. Hayvan deneyleri
Calismada 24 tane 4 haftalik Sprague Dawley cinsi erkek sicanlar kullanilmistir.

Her bir kafeste 3 hayvan olacak sekilde 8 kafes kurulmustur. Bu kafeslerin 2 tanesi
kontrol grubu diger 6 tane kafeste deney grubu olarak planlanmistir. Bu gruplar kontrol
grubu, sadece streptozotosin (STZ) uygulanan grup, STZ uygulanmis ve probiyotik
verilecek grup ve sadece probiyotik verilecek grup olarak c¢alisilmigtir. Deney siiresi 8
hafta olarak planlanmistir. Hayvanlar 24 °C sicaklik, %55 nem ve 12 saatlik 151k-
karanlik (8:00 a.m ve 8:00 pm) kosullarinda normal besin ve su saglanarak 5 giin siire

ile laboratuvar kosullaria alistirilmistir.

Gorsel 2.1. Hayvanlarin kafes diizeni

2.2.12.1. Glikoz tolerans testi

Hayvanlarda tip 1 diyabet modeli olusturulmadan 6nce 16-18 saat a¢ birakilan
hayvanlarin glikoz tolerans testine bakilmistir. 24 hayvana 1 g/kg olacak sekilde seker
yiiklemesi yapilmistir. 0., 30., 60., 120. dakikalarda 24 hayvanin kuyruk veninden bir
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damla kan alip IME-DC seker 6l¢iim cihazi yardimiyla kan glukoz miktar1 (mg/dl)
Olctilmiistiir (Tabuchi vd., 2003).

2.2.12.2. Hayvanlarin seker él¢giimii ve su, yem takipleri

Hayvanlarda tip 1 diyabet modeli olusturulmadan once 24 hayvanin kuyruk
veninden bir damla kan alip IME-DC seker 6l¢iim cihazi yardimiyla seker ol¢timleri
(mg/dl) kaydedilmistir. Deney siiresi boyunca 24 hayvaninda haftada bir kez olacak

sekilde seker Ol¢timleri yapilmistir ve su igmeleri, yem yemeleri takip edilmistir.

2.2.12.3. Hayvanlarda diskida bakteri sayimi

Deney siiresi boyunca her hafta biitiin kafeslerden 1 gr diski toplanmistir. 8
dilisyon yapilip MRS, M17, PCA, PDA, EMB, KF Streptecoccus agar besiyerlerine
damlatma yontemiyle ekim yapilmistir. MRS, M17, EMB, KF Streptecoccus agara
inokiile edilen 6rnekler %5 CO> igeren etiivde 24-48 saat 37 °C’de, PCA besiyerine
inokiile edilen O6rnekler 48 saat aerobik etiivde, PDA besiyerine ekilen ornekler ise 28
°C’de aerobik etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra besiyerlerinde olusan

koloniler sayilmaistir.

Deney siiresi sonunda diseksiyonu yapilan hayvanlardan duedenum bélgesinden
alman doku ornekleri 1 ml tryptic soy brotha koyulup fizyolojik tuzlu su (FTS)
kullanilarak 8 dilisyon yapilmistir. MRS, M17, PCA, PDA, EMB, KF Streptecoccus
agar besiyerlerine damlatma yontemiyle ekim yapilmigtir. MRS, M17, EMB, KF
Streptecoccus agara inokiile edilen drnekler %5 COz2 igeren etiivde 24-48 saat 37 °C’de,
PCA besiyerine inokiile edilen ornekler 37 °C’ de 48 saat aerobik etiivde, PDA
besiyerine ekilen ornekler ise 28 °C’de 24-48 saat aerobik etiivde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra besiyerlerinde olusan koloniler sayilmistir.

2.2.12.4. Streptozotosin (STZ) uygulanmast ve gavaj uygulamasi

2 gruba STZ uygulanmustir. Bu gruplar; sadece STZ verilecek grup, STZ ve
probiyotik verilecek gruptur. Toplam 12 hayvana sitrat tamponu (pH 4,5) igerisinde 40
mg/kg dozda STZ (1 ml/kg) hayvanlara enjekte edilmistir (Tabuchi vd., 2003). STZ ile
pankreasteki B hiicrelerine hasar olusturarak tip 1 diyabet modeli olusturulmustur.
Hayvanlarda model olusmasi i¢in 30 giin beklenmistir. STZ uygulanan gruplar 30 giin

boyunca izlenmistir. STZ uygulanan hayvanlarin hareketlerinde kisitlanma, agirlagsma
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gozlemlenmistir. Cok fazla yem yemeleri ve ¢ok fazla su igmeleri kaydedilip bunun
yaninda asir1 idrar olusturmalar1 kaydedilmistir.

Hayvanlarda tip 1 diyabet modeli olusturulduktan sonra gavaj asamasina
gecilmistir. Probiyotik 6zelligi ve glikosidaz aktivitesi yliksek olan Grass (saglik icin
tehlike igermeyen) laktik asit bakterisi (Lactobacillus plantarum) liyofilize edilmistir.
Lactobacillus plantarum 10'%ml olacak sekilde hayvanlara 30 giin boyunca her giin
sabah, aksam gavaj yoluyla verilmistir. Gavaj yapilan gruplar; sadece probiyotik verilen

grup, STZ uygulanan-probiyotik verilecek olan gruptur.

Gorsel 2.2. Hayvanlara gavaj uygulamasi

2.2.12.5. Kan parametreleri

Deney siiresi sonunda diseksiyonu yapilan 24 hayvanin kanlar1 alinip 10000 x g
‘de 10 dakika santrifiij edilerek serum kismi toplanmigtir. MST LAB tarafindan alinan
serumlar USCN Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kit ile Insiilin ve
USCN Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kit ile Hemoglobin Alc
(HbAXLc) kan parametreleri hizmet alimiyla yapilmistir (Yun vd., 2009).
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3. BULGULAR
3.1. Laktik Asit Bakterilerinin Incelenmesi

Secgilen 62 laktik asit bakterisine gram boyama ve katalaz testi yapilmistir.
Kiiltiirlerin hepsinin saf, gram pozitif (+) ve katalaz negatif (-) oldugu gorilmistiir. 23
tanesi basil, 39 tanesi koktur. Test bakterilerinin kaynagi gram 6zelligi katalaz ve hiicre

sekli Tablo 3.1’ de verilmistir.

Tablo 3.1. [zolatlarin incelenmesi

=] ~ g e 4 g

5 g :_ £33 £ 2 S ¢ _c3 &
2 > s s 8% £ = > £ 58 £
| Y T 2 o 2 V4 - \V4 =z 2 0 & X
TM11 Insan kok (+) ) T™M8 Insan  kok +) G
T™6 Insan kok (+) () K13 Insan  kok () G
TM15 Insan kok ) ) E12-2 peynir kok  (4) )
K14 LP Insan kok ) ) MRS3111-  oral basil  (+) )

C

K6 Insan kok +) ) TM18 Insan kok  (+) )
G20 peynir kok (+) ) LAB1.1.A oral (+) )
K21 insan kok (+) ) G41 peynir kok  (+) )
G38 peynir kok (+) ) OzZKA1 oral basil (+) Q)
MRS312-  oral basil (+) ) D22 peynir Kok () )
C

M621-A  oral basil +) () T™M9 insan  kok () Q)
LAB6.1.A oral basil ) ¢ T™M2 Insan  kok (4 ¢
LAB7.7  oral basil +) ) KM6 Insan  kok  (+) )
D16 peynir  kok +) ) G30 peynir kok  (+) )
LAB6.1.B oral basil () ) ™7 insan  kok  (+) Q)
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Tablo 3.1. (Devam) Izolatlarin incelenmesi

o s S s

= © o > 8 = © o > &

5 c S - ET T 5 s 5 = E 2 =

S @ 2 2 8w T S & = 2 8 5
- X T 2 o 2 N4 - X =2 0 € - X
M1743-C  oral basil (+) O] E134-B peynir  kok (+) )
D36 peynir  kok (+) ) MRS312 oral basil (+) “)
MRS312-  oral basil (+) ) TM13 insan  kok ) (+)
A
D28 peynir  kok (+) ) MRS312-  oral basil ) (+)

D
G22 peynir  kok (+) O] TM17Y insan  kok O] (+)
TN3 insan  kok (+) ) TM17 insan  kok O] (+)
K20-2 insan  kok (+) ) MRS3111  oral basil ) (+)
K20-1 insan  kok (+) ) M1724-B  oral basil ) (+)
KM5 insan  kok (+) O] M1771 oral basil O] (+)
K9 LP insan  kok (+) O] M1743-B  oral basil O] (+)
TM4 insan  kok (+) ) MRS312-  oral basil ) (+)
B

G40 peynir  kok (+) ) M1724-A  oral basil ) (+)
K7 LP insan  kok (+) ) M1743-A  oral basil ) (+)
M177126  oral basil (+) O] D20 peynir  kok ) (+)
TM3 insan  kok (+) O] D21 peynir  kok ) (+)
E123 peynir  kok (+) ) M1743 oral basil ) (+)
M622 oral basil (+) ) M1724 oral basil ) (+)

3.2. pH direncliligi belirlenmesi

MRS ve M17 brotha 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 7, 8 pH’ daki gelisim durumlari
belirlenmistir. Tablo 3.2 de (+) olarak isaretlenen mikroorganizmalarin gelisim
gosterdigi belirtilmistir. pH 1,5 ve 2,5 ta test bakterilerinin higbirinin gelismedigi
gbzlemlenmistir (Tablo3.2). pH 2,5’ ta MRS312, MRS312-D, MRS3111, M1724-B,
M1771, M1743-B, MRS312-B, M1743-A numaralari izolatlarin besiyerinde gelistigi
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goriilmiistiir (Tablo3.2). pH 3 ve 3,5 ta ise test bakterilerinin ¢ogu gelismistir. Bu
bakterilerden 8 ‘i ( TM15, D16, TM17Y, D20, D21, M622, D22) gelismemistir. pH 7 ve
8 de biitlin test bakterileri gelismistir.

Tablo 3.2. pH direngliliginin belirlenmesi

izolat no pH
15 2 2,5 3 35 4 7 8

T™M11 () () () () *) ) +)
T™M6 ) () ) ) *) ® ™ +)
TM15 ) () ) ) ) () (+) *)
K14 LP () ) ) ) *) ® ™ +)
K6 ) () ) *) *) ) ™ *)
G20 ) ) ) *) *) ® ™ +)
K21 ) () ) () *) (CRENC) *)
G38 ) () ) ) *) ® ™ +)
MRS312-C ¢ ¢ ¢ *) *) (COREN ) *)
M621-A () () ) *) *) ® ™ +)
LAB6.1.A ¢ ¢ ¢ *) *) (COREN ) *)
LAB7.7 () () ) *) *) ® ™ +)
D16 () () () ©) () ) (+) +)
LAB6.1.B () () ) *) *) ® ™ +)
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Tablo 3.2. (Devam) pH direngliliginin belirlenmesi

izolat no pH
15 2 2,5 3 3,5 4 7 8

T™7 ) ) ) ) ) ) ) +)
E134-B ) Q) Q) Q) ) ) ) )
MRS312 ) ) (+) +) +) ) ) +)
T™M13 ) ) Q) Q) *+) ) ) )
MRS312-D ) ) ) ) ) ) ) )
T™I17Y ) ) ) ) ) ) ) +)
T™17 ) ) Q) Q) ) ) ) )
MRS3111 ) ) (+) (+) +) ) ) +)
M1724-B ) ) (+) (+) +) ) ) +)
M1771 ) ) ) ) *+) ) ) *+)
M1743-B ) ) (+) (+) +) ) ) +)
MRS312-B ) ) (+) (+) +) ) ) +)
M1724-A ) ) Q) (+) ) ) ) *+)
M1743-A ) ) (+) (+) +) ) ) +)
D20 ) ) ) ) ) ) ) *+)
D21 ) ) ) ) ) ) ) *+)
M1743 ¢) ¢) ) (+) +) ) ) )
M1724 ) ) Q) ) ) ) ) *)
M622 ¢) ¢) ) ) ) ) ) )
G30 ¢) ¢) ) ) +) ) ) )
KM6 ) ) Q) Q) ) ) ) *)
T™M2 ) ) ¢ ) (+) +) ) -
T™M9 ) ) Q) Q) ) ) ) *)
D22 ) ) ) Q) ) ¢ ) *)
OZKAL ) ) ¢ ) () ) ) -
G41 ) ¢) ) ) +) ) ) )
LABL.1.A ) ¢) ) ) (+) (+) ) (+)
TM18 ) ) ) Q) +) ) ) )
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Tablo 3.2. (Devam) pH direngliliginin belirlenmesi

izolat no pH
15 2 25 3 35 4 7 8

K20-1 ) () () ) *) ® ™ *)
K20-2 () () ) () *) ) ™ +)
KM5 () () ) ) *) ® ™ *)
K9 LP () () ) () *) ) ™ +)
T™4 ) () () ) *) ® ™ *)
G40 ) () ) () *) ® ™ *)
K7 LP () () ) ) *) ® ™ +)
M177126 ) ¢ ) (+) (*) (COREN )] *)
T™3 ) ) ) ) *) ® +)
E123 () () ) () ©) ) ™ *)
T™8 ) () ) ) *) ® +)
K13 () () ) ) *) ) ™ *)
E12-2 () () ) ) *) ® ™ +)
MRS3111-C ) ) ) *) +) (RN *)
M1743-C ) ) ) *) +) (RN *)
D36 ¢ ¢) ¢) +) () ) ) *)
MRS312-A ) ) ) *) +) (RN *)
D28 ¢) ¢) ) (+) +) +) +) (+)
G22 ) ) ) ) () (G RNC)) *)
TN3 () () () ©) *) (RN *)
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3.3. LAB’ larin gastrointestinal sartlara direncinin belirlenmesi
3.3.1. Safra tuzu (oxgall) direncinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin farkli konsantrasyonlardaki safra tuzuna kars1 gostermis
olduklart direngleri kaydedilmistir. Konsantrasyon arttik¢a laktik asit bakterilerinin

safraya toleransinin diistiigii gdzlemlenmistir.
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3.4. Laktik asit bakterilerinin agregasyon aktivitelerinin belirlenmesi

3.4.1. Otoagregasyon aktivitesinin belirlenmesi

Test bakterilerinin otoagregasyon aktivitesi (%) Sekil 3.9 ve Sekil 3.10° da
verilmistir. Otoagregasyon yiizdesi en yiiksek olan izolat % 85,36 ile D20 (Sekil 3.8),
en diisiik otoagregasyon aktivitesi gosteren izolat ise % 4,95 ile M621-A (Sekil 3.9)

kodlu bakteridir.

Otoagregasyon (%)
= N w S (2] D ~l (o] [{e]
o (e) o o o (@) o o o

o

Otoagregasyon (%)

M621-A
LAB 6.1.A
LAB 7.7
LAB 6.1.B
M1743-C
MRS312-A
M177126
MRS3111-C
OZKAL1
MRS312
MRS312-D
MRS3111
M1724-B
M1771
M1743-B
MRS312-B

MRS312-C
LAB1.1.A

M1724-A
M1743-A

M1743
M1724

M622

Sekil 3.10. MRS’ de gelisen LAB’ larin % otoagregasyon aktivite sonuglari
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3.4.2. Koagragasyon aktivitesinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterileri ile

koagregasyon aktiviteleri incelenmistir (Tablo3.3). E. coli patojeninde en yiiksek
koagregasyon aktivitesi sirastyla % 80,91 (TM13), % 73,46 (K20-1), % 69,04 (G41), %
58,94 (G40) % 58,51 (K14 LP). 7 kiiltiirde koagregasyon aktivitesine saptanmamustir. S.
aureus a karsi en yiiksek koagregasyon aktivitesi sirasiyla % 63,54 (M1743-C), % 57,36
(LAB1.1.A), %51,97 (MRS312-A), % 48,75 (LAB6.1.A), % 44,97 (G30). 31 kiiltiirde

koagregasyon aktivitesine saptanmamustir.

Tablo 3.3. LAB’ nin E.coli ve S.aures ile yiizde koagregasyon aktiviteleri

izolat no E.coli S.aureus  lzolat no E.coli S.aureus
TM11 47,61 () T™M8 43,09 )
T™M6 52,59 ) K13 42,88 )
TM15 49,84 ) E12-2 42,61 )
K14 LP 58,51 ) MRS3111-C ¢) 8,54
K6 32,19 ) TM18 1,92 26,26
G20 56,15 ) LABL.1.A ¢) 57,36
K21 23,02 ) G41 69,04 )
G38 48,61 ) OZKAl 6,87 38,24
MRS312-C 17,39 40,79 D22 ) 22,63
M621-A 5,73 29,81 TM9 35,25 )
LAB6.1.A ) 48,75 T™2 53,58 )
LAB7.7 ¢) 35,91 KM6 31,52 )
D16 6,88 17,87 G30 12,23 44,97
LAB6.1.B 8,51 2,24 ™7 ¢) )
M1743-C 27,35 63,54 E134-B 32,27 ©)
D36 10,13 22,13 MRS312 26,73 35,09
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Tablo 3.3. (Devam) LAB’ nin E.coli ve S.aures ile yiizde koagregasyon aktiviteleri

izolat no E.coli S.aureus  lzolat no E.coli S.aureus
K20-2 31,39 O] OZMRS3111 7,82 61,31
K20-1 73,46 ©) OZM1724-B 18,12 30,22
KM5 39,71 O] M1771 40,14 10,26
K9 LP 28,88 O] M170ZM1743-B 18,75 40,34
TM4 3,52 17,75 OZMRS312-B 35,97 62,14
G40 58,04 ©) OZM1724-A 14,67 34,95
K7 LP 36,67 O] M170ZM1743-A 33,75 8,28
M177126 ©) 23,18 D20 30,79 13,12
TM3 24,83 O] D21 10,87 26,47
E123 65,9 ©)] M170ZM1743 26,95 36,79
M622 (+) ©) OZM1724 6,13 20,86
G22 40,48 () TM17 YENI 23,73 ()
TN3 YENI 32,89 ©) TM17 51,28 0
OZMRS312-A 5,79 51,97 TM13 80,91 )
D28 18,17 14,44 OZMRS312-D 9,14 42,44

3.5. Laktik asit bakterilerinin hiicre-yiizey hidrofobisitesi

Laktik asit bakterilerinin % hidrofobisitesi Sekil 3.11. de verilmistir. En yiiksek

hidrofobisite oran1 % 97,01 ile D22 kodlu izolattir. En diisiik hidrofobisite orani ise %
5,14 ile MRS3111-C kodlu izolattir.

Gorsel 3.1. Laktik asit bakterilerinin kloroforma karsi hidrofobisitesi
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Sekil 3.11. Laktik asit bakterilerinin kloroform ¢éziiciistine affinite yiizdesi (% hidrofobisite)
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3.6. Laktik asit bakterilerinin laktik asit iiretiminin belirlenmesi

Laktik asit iiretimi titrasyon ydntemi ile belirlenmistir. Izolatlarin % laktik asit

tiretim miktart formiile goére hesaplanip Tablo 3.4’ de gosterilmistir. % 0,0126 ile %

0,0576 arasinda laktik asit tiretimi bulunmustur.

Tablo 3.4. Laktik asit tiretimi (%)

TM1L 00414  TMS8 00378  TM4 0,0324 MRS3111  0,0468
T™6 0036  KI3 0,0432 G40 0,0306 M1724-B  0,0198
TM15 0036  E12-2 0,0234 K7 LP 0,0378 M1771 0,0198
K14 LP 0,045  MRS3111- 0,0468 M177126  0,0126 MI1743-B 0,027
c

K6 00378  TMI8 0,0342 ™3 0,0468  TN3 0,036
G20 00198  LABLLA 0,0288 E123 0,036  TMIL7Y 0,0396
K21 00414 G4l 0,0288 M622 0,0396 TML7 0,036
G38 00414  OZKAI 0,036 MRS312-B  0,0576  G22 0,0342
MRS312-C 00576 D22 0,027 M1724-A 00297 D28 0,0198
M621-A 00288  TM9 0,0396 M1743-A  0,0252 MRS312-D 0,576
LAB6.LA 0036  TM2 0,0396 D20 0,027  KILP 0,054
LAB7.7 00468  KMS6 0,045 D21 0,0252 MRS312-A  0,0738
D16 00378  G30 0,0288 M1743 0,027  TMI3 0,036
LAB6.1.B 0,054 T™7 0,045 M1724 0,0288  KMS5 0,0288
M1743-C 0,027 E134-B 0,036 K20-2 0,0486 K20-1 0,036
D36 0045  MRS312 0,059

56



Gorsel 3.2. Titrasyon iglemindeki renk degisimi

3.7. Laktik asit bakterilerinin siipernatanlarimin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin Klebsiella Pneumoniae, E. coli, S. aureus, Salmonella,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas, Candida albicans, Bacillus cereus patojenlerine
karst antimikrobiyal aktivite sonuglari Tablo 3.5 de verilmistir. Klebsiella
Pneumoniae’a karst en yiiksek 13 mm ¢apinda zon gorilmistir (M1743-B) ve 7
kiiltiirde zon olusumu gézlemlenmemistir. E.colia kars1 en yiiksek 14 mm zon (M622,
M1743-B, LAB1.1.A) ve 8 kiiltiirde zon olusumu gézlemlenmemistir. S. aureus ‘a karsi
17 mm c¢apinda zon (LABI1.1.A) olusumu goézlemlenmistir. B. cereus’ ta sadece

LABI1.1.A kodlu izolatta zon cap1 goriilmistir. C. albicans’ ta higbir laktik asit

bakterisi zon olusturmamustir.

Tablo 3.5. LAB’ larin antibakteriyal aktivitelerinin zon ¢aplari (mm)

= = 2 o

= 5 2 2 B 5 z
5 S = = 2 3 = s
= <) = S 9

[ .2 o < = . <) D O ©
o ¥ 5 & uw % S i85 & g o
MRS312-C 12 12 14 14 4 12 )
M621-A 12 11 ) 12 ) 11 )
LAB6.1.A 12 11 11 12 4 11 O]
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Tablo 3.5. (Devam) LAB’ larin antibakteriyal aktivitelerinin zon ¢aplart (mm)

3 .2 8 3 £ 5§88 g B
- ¥ & © W % N © 4 E 3 a c o
LAB7.7 12 11 12 14 4 11 )
LAB6.1.B 12 12 13 15 3 12 )
M1743-C 12 11 11 12 4 11 )
MRS312-A 11 12 13 13 3 13 “)
M177126 11 10 O o) o) 11 o)
MRS3111-C 12 13 12 14 ) 11 o)
LAB1.1.A 12 14 17 17 ) 14 12
OZKA1 12 11 ) 14 ) 13 )
MRS312 13 13 15 16 3 14 )
MRS312-D 11 12 14 14 ) 14 0
MRS3111 11 12 14 14 4 11 )
M1724-B 10 12 11 12 o) 10 o)
M1771 11 12 1 12 ) 12 o)
M1743-B 13 14 16 16 4 16 )
MRS312-B 12 11 12 14 4 12 0
M1724-A 12 0 0 14 4 11 )
M1743-A 12 12 14 13 ) ) )
M1743 11 11 11 12 ) 10 )
M1724 11 11 11 14 ) 11 o)
M622 12 14 13 13 ) ) o)
D20 ¢ Q) Q) Q] 6 Q] Q)
D21 ) Q) Q) Q] 5 Q] Q)
T™M6 ) ) ¢) Q] ¢ ¢ ¢
M622 ¢ Q) Q) ¢ ¢ 12 ¢
TM13 ) ) ¢) Q] ¢ ¢ ¢
T™2 ¢ Q) Q) ¢ ¢ 10 ¢
™17 ) ¢ ¢ G G ¢ ¢
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3.8. Lipolitik aktivite
Lipolitik aktivitede test etmek igin yapilan deneyde test edilen laktik asit
bakterilerinde lipolitik aktivite olmadigi belirlenmistir. Petriler UV’de 350 nm de

incelenmistir ve higbir bakteride isima goriilmemistir.

Gorsel 3.3. UV’ de 350 nm de incelenen LAB larin isimalar

3.9. pB-galaktosidaz aktivitesinin belirlenmesi

B-galaktosidaz aktivitesinin belirlenmesinde, o-nitrophenyl-beta-D-galactoside’ in
(ONPG) ayrismasini katalize eden beta-galaktosidaz enziminin varliginin belirlenmesi
amactyla yapilmistir. Galaktosidaz pozitif olan bakterilerde, renksiz olan ONPG
hidrolize edilerek sari kromojenik bir madde olan O-nitrofenol (ONP) serbest kalir.
Serbest kalan o-nitrofenol alkali solusyonda sar1 renk meydana getirir. Pozitif reaksiyon

olusmasi laktozun fermente oldugunu gostermektedir.
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Gorsel 3.4. p-galaktosidaz enziminin varligryla ortamin sari renge doniigmesi
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Sekil 3.12. M17 brothta LAB ’larin B-galaktosidaz aktivite sonuglar
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p-galaktosidaz (%)
mSeril mSeri?2
58,23
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Sekil 3.13. MRS brothta gelisme gosteren LAB’larin [-galaktosidaz aktivite sonuglar

3.10. Kolesterol asimilasyonun belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin kolesterol asimilasyonu Tablo 3.7’ de verilmistir.
Kiilttirlerin ¢ogu % kolesterol asimilasyonu yiiksek oldugu saptanmistir. En yiiksek %
asimilasyon % 98,74 (M172 ve M177126), % 97,55 (LAB7.7, M1724-A, M1743-A),
% 95,17 (M312-D, LAB6.1.B), % 90, 30 (M312). En disiik %38,41 (D36) dir. 15

izolatin kolesterolii asimile edemedigi saptanmistir.

Tablo 3.7. LAB’larin kolesterol asimilasyon sonu¢lari(%)

izolat no Asimilasyon (%) izolat no Asimilasyon (%)
T™M11 77,02 T™M18 47,61
TM6 - LAB 1.1.A -
TM15 68,11 G41 -

K14 LP 60,82 OZKALl 60,84
K6 62,13 D22 52,02
G20 - T™M9 86,92
K21 53,26 T™2 62,13
G38 55,55 KM®6 55,55
MRS312-C 90,40 G30 46,14
M621-A - TM7 49,30
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Tablo 3.7. (Devam) Laktik asit bakterilerinin kolesterol asimilasyon sonuglari (%)

izolat no Asimilasyon (%) izolat no Asimilasyon (%)
LAB 6.1.A 78,50 E134-B 79,24
LAB 7.7 97,55 MRS312 90,30
D16 36,43 TM13 50,29
LAB 6.1.B 95,17 MRS312-D 95,17
M1743-C - T™M17Y -
D36 38,41 TM17 50,29
MRS312-A - MRS3111 -
D28 41,38 M1724-B -
G22 59,20 M1771 77,02
TN3 50,29 M1743-B -
K20-2 61,18 MRS312-B 95,17
K20-1 68,11 M1724-A 97,55
KM5 55,55 M1743-A 97,55
K9 LP 61,18 D20 -
T™™A4 54,96 D21 63,78
G40 - M1743 90,40
K7 LP 82,90 M1724 98,74
M177126 98,74 M622 71,14
TM3 48,31 E12-2 -
E123 - MRS3111-C 75,55
TM8 75,55

K13 82,90

Gorsel 3.5. Distile su ve hekzanla muamele edildikten sonra 3 faz olusumu



3.11. Glikosidaz aktivitesinin belirlenmesi
LAB’larin bakteri hiicre lizat1 ve siipernataninin 30., 60., 90. dakikalarda

glikosidaz aktivitesi belirlenmistir. Probiyotik 6zelligi yiiksek olan 6 izolatla
calisgilmistir (D36, M1771, M177126, M3111, M622). 30. 60., ve 90. dakikalarda
Siipernatan ve bakteri hiicre lizatinda glikosidazi en yiiksek ylizde inhibisyon degerini
veren MRS312 (Lactobacillus rhamnosus) kodlu izolat oldugu saptanmistir. MRS312
30. dakikada %29, 60. dakikada %24, 90. dakikada %22 inhibisyon saptanmustir.
Stipernatanla yapilan calismada M177126 izolat1 glikosidazi inhibe edemedigi

belirlenmistir.

Bakteri hiicre lizatinda en yiiksek M312’ de inhibisyon oldugu belirlenmistir.
M622’ de glikosidazi inhibe edemedigi saptanmuistir.

30. dakika
120
100
= MALTOZ
g m SUKROZ
é LAKTOZ
g NISASTA
m GLiKOZ

-60

Sekil 3.14. Siipernatanin 30. dakikadaki % inhibisyonu
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60. dakika

120
100
80
60
m MALTOZ
: .
% 40 m SUKROZ
.ﬁ 20 = LAKTOZ
= .
g 0 mNISASTA
&) .
u GLIKOZ
-20
-40
-60
-80
Sekil 3.15. Siipernatanin 60. dakikaki % inhibisyonu
90. dakika
120
100
80
60 m MALTOZ
=
'.-E 20 = LAKTOZ
= .
Q 0 m NISASTA
&) .
u GLIKOZ

Sekil 3.16. Stipernatanin 90. dakikaki % inhibisyonu
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30. dakika

120
100
80
= MALTOZ
£ 60 .
S m SUKROZ
2
% 40 u LAKTOZ
f 20 u NiSASTA
= GLIKOZ
0
-20
-40
Sekil 3.17. Bakteri hiicre lizatiuin 30. dakikaki % inhibisyonu
60. dakika
120
100
80
: = MALTOZ
S 60 = SUKROZ
2 ® LAKTOZ
£ 40 .
< = NISASTA
20 ® GLIKOZ
| |

Sekil 3.18. Bakteri hiicre lizatimin 60. dakikaki % inhibisyonu
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90. dakika

120
100
80
m MALTOZ
S 60 ;
Z m SUKROZ
2 40 m LAKTOZ
[ =4
e 20 mNISASTA
m GLIKOZ
0
-20
-40

Sekil 3.19. Bakteri hiicre lizatmin 90. dakikaki % inhibisyonu

3.12. Hayvan deneyleri sonug¢lar:
Sprague Dawley cinsi 4 haftalik erkek rat alinmistir. Alinan bu hayvanlarin ilk

olarak viicut agirliklarina bakilmistir. 1 ay beslendikten sonra Sekil 3.20 de belirtilen

Viicut agirliklarinda belirli zaman araliklarinda diisiisler ve inisler goriilmektedir.
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1200

1000 e —
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5 800 >
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=<
= 400 =
»ED
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0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

=>=Grup4 | 207 | 226 | 236 | 234 | 233 | 255 | 265 | 275 | 286 | 309 | 306 | 299

Grup3 | 177 | 192 | 209 | 203 | 205 | 224 | 206 | 210 | 214 | 214 | 210 | 203
=@—Grup2 | 170 | 193 | 198 | 240 | 236 | 262 | 242 | 250 | 247 | 249 | 243 | 236
=@—Grupl | 215 | 198 | 247 | 203 | 192 | 220 | 226 | 230 | 242 | 216 | 257 | 251

Sekil 3.20. Hayvanlarin vuciit agirliklar:. Grup 1: kontrol, Grup 2: STZ, Grup 3: STZ +probiyotik, Grup

4: probiyotik.

3.12.1. Glikoz tolerans testi sonucu

Hayvanlara hi¢bir islem uygulamadan once glikoz tolerans testine bakilmistir.
Seker yiiklemesi yapilip 0., 30., 60., 120. dakikalarda glukoz tolerans testi seker 6l¢iim
cihaz1 ile test edilmistir. Sekil 3.21° de gosterilmektedir. 0. dakikada grup 1’de 84
mg/dl, grup 2’de 99 mg/dl, grup 3’te 100 mg/dl, grup 4’te 81 mg/dl. 30. dakikada grup
1’de 134 mg/dl, grup 2’de 121 mg/dl, grup 3’te 116 mg/dl, grup 4’te 115 mg/dl. 60.
dakikada grup 1°de 145 mg/dl, grup 2’de 135 mg/dl, grup 3’te 115 mg/dl, grup 4’te 140
mg/dl. 120. dakikada grup 1°de 116 mg/dl, grup 2’de 108 mg/dl, grup 3’te 103 mg/dl,

grup 4’te 143 mg/dl oldugu belirlenmistir.
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Glikoz Tolerans Testi

Dakika
(o))
o

0 50

100 150

200

@ Grup4
M Grup 3
EGrup 2
@Grup 1

Sekil 3.21. Glikoz tolerans testi sonucu (mg/dl). Grup 1: kontrol, Grup 2: STZ, Grup 3: STZ+probiyotik,

Grup 4: probiyotik.

3.12.2. Glukoz ol¢iimleri, su ve yem tiiketimleri

STZ ile hastalik siirecine sokulan hayvanlarda glukoz dlgtimleri 114 mg/dl ile 600
mg/dl arasinda seyretmistir. 6. haftada 12 hayvana 10 kob/gr olacak sekilde
Lactobacillus rhamnosus (M312 kodlu kiiltiir) gavaj ile verilmeye baslanmigtir. Gavaj

yapilan hasta gruplarin glukoz seviyeleri 225 mg/dl ye kadar diistiigii saptanmustir.

Kontrol grubunun su tiiketimi 120-250 ml arasinda iken STZ’li gruplar 170-500
ml arasindadir. Fakat probiyotik verilen hasta gruplarda 165-325 ml arasinda oldugu

belirlenmistir.

Kontrol grubunun yem tiiketimi 56-79 gr, STZ’li grubun 132-77 gr, probiyotik

verilen hasta gruplarda yem tiiketimi ise probiyotik verilmeden 6nce 127-108 gr iken

probiyotik verilmeye baslandiktan sonra 90-94 gr arasinda degigsmektedir.
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Glukoz dl¢iimii

—=¢—=KONTROL =@=STZ =#&=STZ+PROBIYOTIK =¢=PROBIYOTIK

Sekil 3.22. Haftalik glukoz él¢iimleri (mg/dl).

Tiiketilen su miktar:

600
500
400
300
200
100

0

ml

EMGrup1| 150 145 150 115 175 165 140 145 190 120 | 250
HGrup 2| 350 335 385 260 | 300 | 410 300 170 | 400 | 365 500
M Grup 3| 400 315 375 230 | 350 | 315 310 165 315 325 310
HGrup4 | 80 90 75 85 135 75 125 75 125 110 70

Sekil 3.23. Hayvanlarin tiikettigi su miktarr. Grup 1: kontrol, Grup 2: STZ, Grup 3: STZ+probiyotik,
Grup 4: probiyotik.
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Gorsel 3.6. Mode! olusan gruplarda yem tiiketimi

Yem Tiiketimi
140
120 4
100 K
< 80
60
40
20
0
1 2 3 4 5 6 7
HMGrup 1l 77 76 58 56 75 76 79
EMGrup2| 132 133 90 77 112 117 116
MGrup3| 108 110 127 110 94 98 90
H Grup4 79 77 53 55 73 70 73

Sekil 3.24. Hayvanlarin tiikettigi yem miktari. Grup 1: kontrol, Grup 2: STZ Grup 3: STZ+probiyotik,
Grup 4: probiyotik.

3.12.3. Diskida ve duodenumda bakteri sayimi sonucu
Tablo 3.8 ‘de hayvanlara higbir islem uygulanmadan once 1 gr daki diskida
bakteri sayimlar1 verilmistir. KF streptecoccus ve EMB besiyerinde Kontrol ve STZ

grubunda tireme goriilmemistir. MRS ve PCA besiyerinde 4 gruptaki diskilarda koloni
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sayilar1 tespit edilmistir. Her hafta digkida bakteri sayim1 yapilip Tablo 3.9, Tablo 3.10,
Tablo 3.11, Tablo 3.12’de verilmistir.

Tablo 3.13” de diseksiyonu yapilan hayvanlardan alinan duodenumdan bakteri
saymmi verilmistir. KF streptecoccus besiyerinde gelisme olmadigindan dolay1 koloni
sayimi yapilamamistir. PDA besiyerinde yogun bir gelismeden dolayr koloniler

sayilamamastir.

Tablo 3.8. Diskida Ilk bakteri sayimlari(kob/gr)

Grup ismi Gruplar KF EMB PCA MRS
Streptecoccus
Kontrol 1 - - - 38x10" kob/gr
2 - - - 13,8x10° kob/gr
STZ 1 - - + 93,3x10° kob/gr
2 - - + 69,3x10° kob/gr
STZ+Probiyotik 1 96,0x10* kob/gr | + 11,0x10* | 39,6x10° kob/gr
kob/gr
2 - - - 10,7x10* kob/gr
Probiyotik 1 - - 22,0x10% | 19x10° kob/gr
kob/gr
2 33,0x10%0 - 46,0x10° | 8,0x10° kob/gr
kob/gr kob/gr

Tablo 3.9. Probiyotik verildikten sonra 1. haftadaki bakteri sayumi(kob/gr)

Grup ismi Gruplar KF EMB PCA MRS M17
Streptecoccus
Kontrol 1 30,0x10! - 13,3x10° | 6,0x10° 66,0x108
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 29,0x10? - - 23,3x108 36,6x107
kob/gr kob/gr kob/gr
STz 1 54,0x10? - 33,0x107 | 1,0x108 34,0x10°
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 - - 33,0x107 | 5,0x106 3,0x10°
kob/gr kob/gr kob/gr
STZ+Probiyotik | 1 34,0x10? - 0,33x10° | 2,0x10° 32,0x10°
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
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Tablo 3.9. (Devam) Probiyotik verildikten sonra 1. haftadaki bakteri sayimi(kob/gr)

Grup ismi Gruplar KF EMB PCA MRS M17
Streptecoccus
2 - - - 13,3x10° 29,3x108
kob/gr kob/gr
Probiyotik 1 39,0x10? - - 33,0x108 33,0107
kob/gr kob/gr kob/gr
2 - - 2,0x10°5 | 2,0x10° 56,6x108
kob/gr kob/gr kob/gr
Tablo 3.10. Probiyotik verildikten sonra 2. haftadaki bakteri sayim (kob/gr)
Grup ismi Gruplar | KF EMB PCA MRS M17 PDA
Streptecoccus
Kontrol 1 18,7x10! 50,0x10? | 13,0x10° | 53,0x10° | 76,0x10° | 6,0x108
kob/gr kob/g kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 14,0x10? 5,0x102 | - 71,6x10° | 3,0x105 | 16,0x10°
kob/gr kob/ge kob/gr kob/gr kob/gr
STZ 1 51,0x10? 26,0x10% | 3,0x10° | 27,6x10° | 3,0x10" | 53,0x10°
kob/gr kob/ml kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 1,0x10° | 3,0x10® | 13,5x10° | 1,0x10° | 6,0x10*
kob/ml kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
STZ+Probiyotik | 1 16,2x10! 47,0x10% | 3,0x10° | 1,0x10% | 35,3x10° | 83,0x10°
kob/gr kob/ml kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 16,2x10! 78,0x10? | - 24,6x10° | 30,3x108 | 12,6x10*
kob/gr kob/ml kob/gr kob/gr kob/gr
Probiyotik 1 47,0x10? 7,0x10° | - 30,3x10° | 4,0x10° | 66,0x10’
kob/gr kob/ml kob/gr kob/gr kob/gr
2 2,0x102 2,0x102 | 2,0x10° | 14,0x10° | 43,0x10° | 15,6x10*
kob/gr kob/ml kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
Tablo 3.11. Probiyotik verildikten sonra 3. haftadaki bakteri sayimi (kob/gr)
Grup ismi Gruplar KF EMB MRS M17 PDA
Streptecoccus
Kontrol 1 16,7x10%kob/gr | 55,0x10% | 5,0x10° 8,0x10° 1,0x10°
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 10,0x10% kob/gr | 2,0x10% | 71,0x10% | 5,0x10° -
kob/gr kob/gr kob/gr
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Tablo 3.11. (Devam) Probiyotik verildikten sonra 3. haftadaki bakteri sayimi (kob/gr)

Grup ismi Gruplar KF EMB MRS M17 PDA
Streptecoccus
STZ 1 41,0x10%kob/gr | 20,0x10% | 32,0x10° | 1,0x10° 3,0x10*
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 - 3,0x10% | 12,1x10% | 2,0x107 1,0x10%
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
STZ+Probiyotik 1 14,3x10 kob/gr | 37,0x10? | 15,0x10° | 31,0x10° 6,0x10%
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 15,1x10 kob/gr | 75,0x10? | 27,0x10* | 32,0x10° 8,0x10%
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
Probiyotik 1 40,0x10? kob/gr | 1x10* 33x10* 6x106 1x10°
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 8,0x10% kob/gr | 3x10? 15x10° 2x107 12x10*
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
Tablo 3.12. Probiyotik verildikten sonra 4. haftadaki bakteri sayimi1 (kob/gr)
Grup ismi Gruplar | KF EMB | PCA MRS M17 PDA
Streptecoccus
Kontrol 1 - - 28,6x10° | 73,0x108 | 34,3x107 | -
kob/gr kob/gr kob/gr
2 - - + 9,0x10% | 33,0x10% | -
kob/gr kob/gr
STZ 1 - - 23,0x107 | 6,0x107 | 33,0x10% | 16,0x107
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 - - 16,0108 | 11,0107 | 2,0x10° | -
kob/gr kob/gr kob/gr
STZ+Probiyotik | 1 - - 46,0x10% | 4,0x107 | 1,0x10® | 16,0x10°
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
2 - - 59,0x108 | 25,0x107 | 1,0x10%° | 6,0x10°
kob/gr kob/gr kob/gr kob/gr
Probiyotik 1 - - 3,0x107 | 4,0x107 | 1,0x10% | -
kob/gr kob/gr kob/gr
2 - - + 11,6x107 | 15,6x107 | -
kob/gr kob/gr
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Tablo 3.13. Duodenumdan bakteri sayimi (kob/ml)

Grup ismi Hayvan | KF EMB PCA MRS M17 PDA
Streptecoccus
Kontrol 1 - 26,6x10° | 39,6x10° | 11,3x10° | 26,0x10° | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
2 - 21,6x10% | 1,0x107 | 92,0x10° | + +
kob/ml kob/ml kob/ml
3 - 17,3x10% | 10,3x10* | 92,0108 | 15,6x10° | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
4 - 13,0x10° | 54,1x10* | 10,8x10° | 15,6x10° | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
5 - 66,0x10% | 98,3x10° | 42,0x10° | - +
kob/ml kob/ml kob/ml
6 - 66,0x10° | 34,3x10° | 38,0x108 | 13,6x10° | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
STZ 1 - 15,6x10% | 11,4x10° | 34,0x10° | 12,6x10° | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
2 - 3,0x10° | 34,0x10* | 13,0x107 | 66,0x10° | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
3 - 24,6<10° | + 34,0107 | 20,6x10% | +
kob/ml kob/ml kob/ml
4 - 25,6x10% | 17,6x10° | 15,0x108 | 9,0x106 | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
5 - 2,0x10% | 51,0x10* | 55,0x107 | + +
kob/ml kob/ml kob/ml
6 - 56,0x10% | - 29,0x10° | 1,0x10* | +
kob/ml kob/ml kob/ml
STZ+Probiyotik | 1 - 3,0x10° | 40,1x10* | 46,0x107 | 14,0x10* | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
2 - 53,0x10% | - 33,0x10° | 11,3x10° | +
kob/ml kob/ml kob/ml
3 - 21,0x10% | 1,0x10° | 8,0x10° | 6,0x10% | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
4 - 14,3x10% | 96,0x107 | 8,0x108 | 12,3x107 | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
5 - 25,6x10° | 30,3x10° | 19,0x10° | + +
kob/ml kob/ml kob/ml
6 - 13,0x10% | 19,6x10* | 8,0x10° | 1,0x10* | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
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Tablo 3.13. (Devam) Duodenumdan bakteri sayimi (kob/ml)

Grup ismi Hayvan | KF EMB PCA MRS M17 PDA
Streptecoccus
Probiyotik 1 - 93,0x10* | 42,0x10° | 16,0x10* | 10,3x10* | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
2 - 26,0x10°% | 9,0x10° | 9,0x10® | 14,6x10° | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
3 - 53,0x10% | 14,3x10% | 2,0x10° | 33,0x108 | -
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
4 - 63,0x10* | 45,5x10* | 51,0x10" | 1,0x10° | +
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
5 - 11,3x10% | + 39,0x10% | 13,0x10* | -
kob/ml kob/ml kob/ml

3.12.4. Kan parapetreleri sonuclari
3.12.4.1. Serumda insiilin él¢ciim sonucu

Serumda insulin 6l¢iimii Uscn Life Sciences Insulin (Ins) Elisa kiti ile yapilmistir
(ELISA Kit for Insulin(INS) —CEA448Ra). Tablo 3.14’te insulin degerleri verilmistir.
Insulin Kontrol gruplar1 172,071-939,5 (pg/ml). STZ grubunda, 43,89-466,64 (pg/ml),
STZ+Probiyotik, 0-483,38 (pg/ml) degerleri arasindadir.

Tablo 3.14. Serumda insulin él¢iimleri (pg/ml)

Gruplar Hayvan Insulin (INS) (pg/mL)

939,5
195
174,76
172,071
236,83
428,984
221,99
114,05
256,07
466,647
284,05
305,64
51,99

Kontrol

Probiyotik

STZ+Probiyotik

A A e A o
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Tablo 3.14. (Devam) Serumda insulin 6l¢timleri (pg/ml)

Gruplar Hayvan Insulin (INS) (pg/mL)

STZ+Probiyotik 3 483,38
4 220,64
5 0
6 325,87
STZ 1. 297,54
2 COK YUKSEK
3 43,89
4 351,51
5 286,75
6 466,64

3.12.4.2. Serumda Hemoglobin Alc (HbALc) él¢giim sonucu
Serumda Hemoglobin Alc 6l¢timii Uscn Life Sciences Insulin (HEMO) Elisa kiti

ile yapilmistir (ELISA Kit for Insulin(HEMO) —CEA190Mu). Kontrol grubu, 125-133
(ug/ml), STZ, 108-158 (ug/ml), STZ+Probiyotik, 104-155 (ug/ml) degerleri arasindadir.

Tablo 3.15. HbAlc él¢giim sonucu

Gruplar Hayvan Hemoglobin (Hemo) (ug/mL)

13333,33
13166,66
12833,34
13833,34
12500
13000
14666,67
13499,99
15166,67
14833,32
13833,34
13000
14333,32
15500
10476,66
13000

Kontrol

Probiyotik

STZ+Probiyotik

A A S L T A e A L S < A o
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Tablo 3.15. (Devam) HbAlc él¢iim sonucu

Gruplar Hayvan hemoglobin(Hemo) (ug/mL)

STZ+Probiyotik 13333
STZ 15666,66
14499,99
14499
13000
15833,33
10833,32

© g M 0D PP oo
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4. TARTISMA VE SONUC

Calismada kullanilan bakteri suslar1 Eskisehir Teknik Universitesi Fen Bilimleri
Mikrobiyolojisi Laboratuvarindan temin edilmistir. Bu bakterilerin  probiyotik
karakterizayonu i¢in izolatlarin asit ve safra toleranslari, antibiyotik direnglilik,
antimikrobiyal aktiviteleri, pH direngliligi, katalaz testi, otoagregasyon ve
koagregasyon, hidrofobisite ve lipaz aktiviteleri analiz edilmistir. Bunun yaninda
kolesterol asimilasyonu ve glikosidaz aktivitesi test edilmistir. Tip 1 diyabette 6nemli
rol oynayan glikosidaz aktivitesi en yiilksek olan izolat hayvan deneylerinde
kullanilmistir.

Test bakterileri kok ve basil seklinde, Gram pozitif ve katalaz negatif
ozelliktedir.

Probiyotikler genellikle oral yoldan uygulandig: icin, mide ve ince bagirsaktan
geciste hayatta kalma yetenegine sahip olmalidirlar. Bu nedenle, mide ortamindaki
disik pH'ya ve ince bagirsaktaki safra tuzuna direng, probiyotikler i¢in Onemli
ozelliklerdir (Dunne et al., 2001; Gueimonde and Salminen, 2006).

Test bakterilerinin farkli pH larda gelisme durumlari incelendiginde pH 1 ve 2 de
gelismedikleri, pH 2.5 te ise MRS312, MRS312-D, MRS3111, M1724-B, M1771,
M1743-A, MRS312-B ve M1743-B izolatlar1 disinda diger test bakterilerinin
gelismedigi belirlenmistir. pH 3-6 arasinda bakterilerin biiyiikk ¢ogunlugu gelismistir.
pH 7-8 biitiin test bakterilerinin gelistigi goriilmiistiir. Yapilan benzer c¢aligmalarda
farkli sonuglar verilmistir. Bu sonuclar Holzapfel et al.,(2001) bilinen 6zellikleriyle
uyum saglamaktadir. Wang ve ark (2020) bizim bulgularimiz aksine probiyotik
bakterilerin pH 2 de gelistigini bildirmislerdir. Harnendez ve ark (2016) probiyotik
bakterilerin pH 2.5 canliliklarin1 devam ettirdiklerini rapor etmislerdir. Klingberget ve
ark . (2005) fermente sosislerden izole edilen Lactobacillus plantarum, L. pentosus,
Pediococcus acidilactici ve P. Pentosaceus igin benzer bulgular bildirmislerdir.
Probiyotik bakterilerin etkinligini gosterebilmesi icin diisik pH degerlerinde canl
kalmalar1 gerekmektedir.

Bakterilerin asit tolerans1 sadece gastrik streslere dayanmak igin degil, ayni
zamanda diyet bilesini olarak kullanimlari i¢in de bir 6n kosuldur. Probiyotiklerin
yogurt gibi yliksek asitli gidalarla aliminda probiyotik sayisinda énemli bir azalma
olmadan daha uzun siire hayatta kalmasini saglamasi agisindan da dnem tagimaktadir

(Conway vd., 1987; Prasad vd., 1998; Wang vd., 2010 ).
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LAB’ larin probiyotik bakteri olarak se¢iminde diger 6nemli kriter olan safra tuzu
toleransidir. Mide asitliginden gegebilen bakterilerin bagirsak sistemine geldikleri
zaman safra tuzuna karsi direng gostermeleri 6nem tasimaktadir (Dunne vd. 2001).
Safra tuzlarina tolerans, konagin ince bagirsaginda bakterilerin kolonizasyonu ve
metabolik aktivitesi i¢in bir 6n kosul olarak kabul edilmektedir (Havenaar ve ark.
1992). Safra tuzlar1 canli hiicreler igin toksiktir ve safra tuzu toleransi, laktik asit
bakterilerinin ince bagirsakta hayatta kalmasi i¢in gerekli olan 6nemli 6zelliklerden biri
olarak kabul edilmektedir (Succi ve ark., 2005). Safra tuzlari, hiicre igeriklerinde
sizinttya ve 0liime neden olan membran lipitlerini ¢6zer (Choi ve Chang, 2015).

Gastrointestinal sistemde, safra tuzunun fizyolojik konsantrasyonu % 0,3 ile %
0,5 arasinda degismektedir (Begley ve ark., 2005). Yapilan ¢aligmalarda, % 0,3 lik
safra konsantrasyonunun insandaki safra konsantrasyon degerine yakin oldugu i¢in bu
konsantrasyona diren¢ gosteren suslarin 6nemli bir kriter oldugu bildirilmistir (Erkkila
ve Petiji, 2000).

Secilen izolatlarin farkli konsanstrasyonlarda hazirlanan % 0,3, % 0,6, % 1,25, %
2,5 safra tuzunda optik yogunluklar1 dlciilerek safra tuzlarina direncleri belirlenmistir .
LAB izolatlarinin % 0,3 ve % 0,6 konsantrasyondaki safra tuzuna karsi direng
gosterdigi ancak, safra tuzu konsantrasyonu yiikseldikte LAB’nin canliklarinin diistiigi
gbzlenmigstir. LAB’larin safra tuzuna karsi direncleri ile ilgili elde edilen sonuglar,
onceki yapilan ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir (Shehata vd., 2016; Angmo vd.,
2016). Alp ve Aslim’ m (2010) yaptigi calismada, bifidobakterilerin % 0,3
konsantrasyonundaki safrayr % 12,35 ile % 80,66 arasinda tolere edebildiklerini tespit
etmiglerdir. Sabir ve arkadaslar1 (2010) laktobasillerin % 0,3’ liik konsantrasyondaki
safray1 % 72 ile % 92 arasindaki oranlarda tolere ettiklerini bildirmislerdir. Yapilan bir
caligmada, siit ve siit lirlinlerinden izole edilen 4 adet Lactobacillus spp. izolatlar1 diisiik
pH’a toleransli davranirken, farkli safra konsantrasyonlarinda (% 0.4, 0.8, 1.0) % 80
oraninda canliliklarint ve gelisimleri siirdiirdiikleri bildirilmistir (Prasad vd., 1999).
Diger bir c¢alismada fermente salataliktan izole edilen ve probiyotik 6zellikleri
arastirilan Pediococcus pentosaceus CRAG3 susunun 0.3 %’lik safra tuzuna % 73
oraninda direnglik gosterdigi bildirilmistir (Shukla ve Goyal 2014). Lactobacillus spp.
ve Lactococcus spp. ince bagirsak ve kolonlara ulasmak ve bagirsak mikroflorasinin

dengelenmesine katkida bulunmaktir (Tambekar ve Bhutada, 2010).
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LAB’larin mikrobiy1 diizenlemesi icin bagirsak epiteline kolonize olabilmesi
gerekmektedir. Agregasyon Ozelligine sahip olan LAB’lar hiicrelere, bulunduklar
yiizeylere, birbirlerine tutunarak biyolojik bir bariyer olustururlar (Messaoudi vd., 2013;
Darilmaz ve ark., 2012). Calismamizda koagregasyon ve otoagregasyon oOzellikleri
incelenmistir.

LAB’ larin otoagregasyon ylizdesi % 50 iizerinde seyreden 12 izolat vardir.
Bunlardan %85,36 ile D20 , %82,67 M177126 kodlu izolattir. En diisiik % 7,07 ile
KI9LP kodlu izolattir. Guan vd., (2017) yaptiklar1 calismada fermente siitten izole edilen
L. plantarum otoagregasyon aktivitesinin % 87,74 oldugunu bildirmistir. Calismamizda
elde edilen sonuglar ile ortiismektedir.

Calismamizda E. coli ve S. aureus test bakterileri ile koagregasyon yetenegi
aragtirtlmistir. Genel olarak E. coli ye karsi koagregasyon yiizdesi yiiksek seyretmistir.
Fakat ayn1 etki S. aureus icin goriillmemistir. LAB’ nin koagregasyon aktivitesinin susa
ve patojen bakteriye 6zgii oldugu goriilmektedir.

E. coli test bakterisine kars1 laktik asit bakterileri en yiiksek % 80,91 (TM13),
%73,46 (K20-1), % 69,04 (G41) koagregasyon gostermektedir. En diisiik ise, % 5,73
(M621-A), % 5,79 (OZMRS312-A), % 6,87 (OZKA1) bulunmustur. S. aureus igin ise
en ylksek % 57,36 ile LABI.1.A kodlu izolattir. 38 izolat ise koagregasyon
yapmamistir.

Mikroorganizmalarin  hidrofobisite 06zelligi gdstermesi, yiizey yapilarinin
kompleks oldugunu gdstermektedir. Bakteri hiicrelerinin yapigsmasi ile hiicre ylizey
hidrofobisitesi arasinda iliski oldugu gozlemlenmistir (Gusils vd., 2002). Calismamizda
hidrofobisite analizi uygulanan LAB’ lar genel olarak kloroform ¢oziiciisiine karsi
yiiksek affinite gostermektedir. % 97,01 ile TM2 kodlu izolat en yiiksek hidrofobisite
gostermektedir. En diisiik hidrofobisite 6zellik ise % 5,14 ile OZMRS3111-C kodlu
1zolat gostermektedir.

Samot vd., (2011) yapmis olduklar1 calismada LAB’ larin kloroform (monopolar
ve asidik) ¢oziiciistine kars1 hidrofobisitesi incelenmistir. %0-35 diisiik, %36-70 orta ve
%71-100 yiiksek hidrofobisite olarak degerlendirilmistir. Piwat vd., (2015) oral
LAB’larin (L. casei, L. fermentum, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L.
salivarus) ksilen, kloroform ve etil asetata hidrofobisitelerinin orta yiiksek degerlerde

oldugunu belirlenmistir. Ji vd., (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, kloroforma karsi
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%90’nin iizerinde hidrofobisite oldugu bildirmistir. Bu veriler sonuglarimizla
ortiismektedir.

Ortam pH’sinin hizli bir sekilde disiiriilmesi probiyotik bakterilerin istenilen
onemli 6zelliklerinden birini olusturmaktadir. Probiyotik bakteriler, ¢esitli gidalardaki
laktik asit fermantasyonu sonucunda karbonhidratlardan temel metabolit olarak laktik
asit tiretimi yaparlar (Hwanhlem vd., 2010; Turhan vd., 2012). Laktik asit kokusuz, eksi
bir organik asit olup temel antimikrobiyel etkisini iiretimi sirasinda pH'daki diisiisle
gostermektedir (Di Cagno vd., 2013). Bu nedenle yiiksek laktik asit iiretim yetenegi
probiyotik bakteriler i¢in aranan 6zelliklerdendir. Calismamizda laktik asit iiretim tayini
titrasyon yontemiyle belirlenmistir. Laktik asit tiretim ylizdesi % 0,0126 ile % 0,0738
arasinda bulunmustur. Nancib (2015) ‘in yaptig1 bir ¢alismada meyve suyuna inokule
edilen Lactobacillus rhamnosus susunun laktik asit tiretimleri izlenmistir. Lactobacillus
rhamnosus susunu yiiksek laktik asit {iretimi tespit edilmistir. Bir diger ¢calismada Cui
(2011) “in yaptigt calismada misir koganindan laktik asit iiretimi siirecinde
Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus brevis karisiminin kullanilmasiyla laktik asit
iiretiminin belirgin bir oranda arttig1 tespit edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite patojenlerin baskilanmasi agisindan 6nem tasimaktadir.
Probiyotik bakteriler, antimikrobiyal metabolitlerin (laktik asit, asetik asit, H2Oa,
bakteriyosin vb.) ve kolonize olabilecek bolgeler icin patojenlerle yarigarak
antimikrobiyal etki gosterirler. Bu yaninda gidalarin mikrobiyolojik dengelerini
koruyarak “koruyucu kiiltiir’” gorevini yerine getirirler (Chih Tsai ve ark. 2016; Kaya
2013).

Altmis iki LAB izolatinin antimikrobiyal aktivite test sonuglarina gore B. cereus’
ta sadece LABI.1.A kodlu izolatta zon cap1 goriilmiistiir. C. albicans’a karst hicbir
LAB zon olusturmamustir. K. pneumoniae kars1 MRS312 ve M1743-B kodlu izolatta 13
mm c¢apinda zon goriilmektedir. Genel olarak bu patojene kars1 antimikrobiyal aktivite
goriilmektedir. E. coli patojenine karsi en yiikksek LAB1.1.A, M1743-B ve M622 kodlu
izolat 14 mm c¢apinda zon goézlemlenmistir. S. auresus ve Salmonella’ ya karsi en
yiiksek antimikrobiyal aktivite LAB1.1.A kodlu izolat gostermektedir. D20, D21 ve
M177126 bu iki patojene kars1t etkisiz kalmaktadir. Laktik asit bakterileri L.
monocytogenes patojenine karsit diisiik antimikrobiyal aktivite gostermektedir.

Pseudomonas patojenine karli en yiiksek 16 mm ¢apinda zon olusturan izolat ise
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M1743-B kodlu laktik asit bakterisidir. TM6, TM17, D20 kodulu izolatlar
pseudomonas’a karsi antimikrobiyal aktivite gostermemektedir.

Yapilan diger ¢alismalarda, Kaya (2013), Lactococcus lactis suslarinin S. aureus
ve B. cereus patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktive gosterdigini ve Lactococcus spp.
antimikrobiyallerinin yiiksek olarak bildirmistir. Dogan ve Ozpinar (2017), fermente
gidalardan izole edilen L. brevis, E. faecium, L. paraplantarum ve L. plantarum
suslariin patojen C. albicans, S. aureus ve E.coli patojenlerine karsi antagonistik etki
gosterdikleri  belirtilmistir. Karimi vd. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada
antimikrobiyal etkisini belirlemek i¢in disk difiizyon ve kuyu difiizyon testleri
yapilmistir. Geleneksel siit {irtinleri ve farkli sebzelerden izole edilen Lactobacillus spp.
izolatinin, 4 farkli E. coli patojen tipine kars1 degerlendirilmistir. Sonuglara gore her iki
yontemde de 5 probiyotik susun E. coli patojen tiplerine kars1 antimikrobiyal etkilerini
belirtmislerdir.

Baz1 probiyotikler, p-galaktosidaz enzimini sentezleyebilirler ve laktozu
parcalayabilmektedirler. Laktoz, viicut tarafindan parcalanamasa da probiyotikler
vasitasiyla pargalayip emilimi saglanabilmektedir. Bundan dolay1, probiyotikler laktoz
tolerasimi1 arttirirlar (Zhao vd., 2007). Yaptigimiz calismada p-galaktosidaz yiizde
aktivitesi % 58,23 ile % 1,43 arasinda degismektedir. Ayrica 9 izolatta beta
galaktosidaz aktivitesine rastlanmamistir. Vinderola ve Reinheimer yaptigi ¢alismada
Miller’in yontemine gore hesaplamalarinda Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslart
arasinda 0 ila 2053 Miller birimi olarak bildirilmistir. Probiyotik bakteriler igin, Lb.
casei ve Lb. rhamnosus i¢in B-galaktosidaz eksikligi veya bu enzimin diisiik degerleri
tespit edilirken, bifidobakteriler igin B-galaktosidaz aktivite degerleri 147 ila 860 Miller
birimi arasinda bulunmustur. Lb. acidophilus suslari i¢in en yiiksek degerler (675 ila
1301 Miller birimi arasinda) bildirilmistir.

Insanlardaki Hiperkolesterolemi (yiiksek kan kolesterol seviyesi) koroner kalp
hastaliginin gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilir. Bu nedenle,
hastaligi Onlemek icin serum kolesterol seviyesini diisiirmek Onem tagimaktadir
(Shehata vd 2016). Probiyotiklerin, kolesterolii asimile edebilmesi 6nem tagimaktadir
(Liong ve Shah, 2005). Yapilan caligmalarda, probiyotiklerin ortamdaki kolesterolii
diislirebilmesi igin safra tuzlarina ihtiyag duydugu belirlenmistir. Bakterilerin,
kolesterolii kullanabilmesi igin gerekli safra tuzu seviyesi ince bagirsaktakini

gegmeyecek seviyede oldugu bildirilmektedir (Gilliland vd., 1985).
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Calismamizda tiim LAB kolesterol asimilasyonu testi yapilmistir. Kolesterol
asimilasyon yiizdesi % 97,55 (M1743-A ile M1724-A) ile % 38,41 (D36) arasinda
degismektedir. Diger 16 izolatta ise kolesterol giderimi olmadigindan hesaplama
yapilamamustir. Shehata vd., (2016) yaptigi c¢alismada LAB suslarmi farkli
kaynaklardan izole edip kolesterol asimilasyonu fizerine ¢alisma yapilmistir.
Lactococcus lactis subsp. lactis yiiksek kolesterol asimile kabiliyetini en yiiksek % 43.7
en diisiik % 8,4 olarak bildirilmistir. Bir diger calismada, Alp ve Kuleasan (2019),
bitkilerden, fermente gidalardan izole edilen LAB ile kolesterol giderimine bakilmustir.
En yiiksek %60,71 ile % 16,71 asimilasyon oldugu bildirilmistir. Bizim sonuglarimiz bu
calismalara gore degerler yiiksek bulunmustur. In vitro olarak kolesterol seviyesinde
azalma yetenegi, birgok LAB susu i¢ingesitli calismalarda ortaya konmustur (Wang ve
digerleri, 2012, Miremadi ve digerleri, 2014). Probiyotik LAB izolatlar1 tarafindan
kolesteroliin ¢ikarilmasinda rol oynayan mekanizma (lar) 1 belirlemek icin daha fazla
calismaya ihtiyag vardir.

Glukozidaz enzimleri, bagirsagin firga kenar smirinda bulunur. Oncelikle bagirsak
tarafindan  emilmesi  i¢in  oligosakkaritlerin ~ ve  disakkaritlerin  glikoza
dontistiirilmesinden sorumludur (Sales vd., 2012; Kazeem vd., 2013). Diyabetli
insanlarda, bozulmus insiilin sekresyonu nedeniyle glikoz homoeostazi ciddi sekilde
tehlikeye girer.

Calisgmamizda yiiksek probiyotik ozellige sahip 6 izolat segilip glikosidaz
aktivitesi belirlenmistir. En yiiksek inhibisyon veren MRS312 (L. rhamnosus) kodlu
izolat olarak bulunmustur. MRS312 30. dakika maltaz1 % 17,54, siikraz1 % 26,74,
laktaz1 % 29,98, amilaz1 % 14,43 inhibe etmistir. Bizim deneyimizde en 6nemli 6zellik
glikosidaz aktivitesinin yiiksek olmasidir. Bundan dolay: bu izolat hayvanlara verilmek
tizere se¢ilmistir. Panwar vd. (2013) ¢alismasinda Lactobacillus izolatlarinin ¢gogundan
elde edilen ekstraktlar, maltaz % 15-76, siikraz % 21.3-73.3, laktaz % 23.6-54.6, amilaz
% 19.4-89.4 inhibisyon oldugu bildirilmistir. L. paracasei, maltaz1 % 12-75, L. casei %
52 ve L. rhamnosus % 51'inin siikraz aktivitesini Onemli Olgiide inhibe ettigi
bildirilmistir. L. rhamnosus, L. casei ve L. paracasei % 18-64 betaglukozidaz (laktaz)
aktivitesini 6nemli Olg¢lide inhibe ettigi bulunmustur. L. casei, L. rhamnosus, L.
johnsonii, B. bifidum, L. acidophilus ve L. plantarum amilaz1 % 6-74 oraninda 6nemli
Ol¢iide inhibe ettigi bildirilmistir. Bu ¢alismaya gore bizim degerlerimiz biraz altta

kalmaktadir. Buda kullanilan bakterilerin farkliligindan kaynaklandig1 diisiintilmektedir.

83



Sicanlarda haftada bir 6lgiilen aclik kan sekeri diizeyine baktigimizda giinde iki
kez 10%° kob/ml/sican olacak sekilde verilen L. rhamnosus 312 nin aclik kan sekeri
tizerine etkili oldugu saptanmistir. Probiyotik verilmesinin STZ ile indiiklenen
siganlarda  aclik kan sekerini diigiirdigli gozlenmistir.  Benzer olarak yapilan
calismalarda da probiyotiklerin kan gsekeri Tlizerindeki etkisi incelemis ve
bulgularimiza benzer sonuclar elde edilmistir (Harisa vd, 2009; Yadav vd 2006,
Andersson vd, 2010). Honda vd (2012) L. rhamnosus GG'nin yiikksek FPG'yi
baskiladigin1 bulmuslardir. E1-Khamisy vd. (2010) 108kob/ mL / si¢an giinliik doz ile 6
haftalik bir uygulamadan sonra L. acidophilus ve B. lactis'in streptozotosin (STZ)
kaynakli diyabetin neden oldugu hiperglisemiyi Onemli oOlgiide azalttigini
bildirmislerdir. Arastiricilar B. lactis uygulamasmin hiperglisemiyi L. acidophilus
uygulamasina gore daha fazla azalttigini bildirmislerdir. Benzer olarak B. lactis ve L.
fermentum 8 hafta boyunca 3 x 10'° kob / g / sigan dozunda STZ kaynakli diyabetin

neden oldugu hiperglisemiyi 6nemli 6l¢iide azalttig1 rapor edilmistir (Davari vd 2013).

Calismamizda HbA 1c degerleri Tablo3.15” de verilmistir. Her hayvan i¢in HbAlc
testi yapilmistir. Kontrol grubu, 125-133 (ug/ml), STZ, 108-158 (ug/ml),
STZ+Probiyotik, 104-155 (ug/ml) degerleri arasindadir.

STZ ile indiiklenen diyabet siganlarda giinde iki kez 10° kob/ml/sigan olacak
sekilde uygulanan L. rhamnosus 312 hiperglisemiyi onemli 6l¢iide diistirmiistiir. Farkli
bakteri tiirleri ile yapilan benzer calismalarda probiyotiklerin diyabete etkisi bakteri
tiirlerine gore degismekle beraber benzer bulgular sergilemistir (Andersan vd. 2010; El-
Khamisy vd., 2010; Bejar vd 2013, Alsalami vd, 2013; Davari vd. 2013). EI-Khamisy
vd. (2010), STZ ile indiiklenen diyabette 102 kob/mL/sican olacak sekilde 6 hafta
uygulanan probiyotiklerin ( L. acidophilus ve B.lactis ) hiperglisemiyi 6nemli 6l¢iide
azalttigini bildirmislerdir. Yine Harisa vd. (2009) 2 hafta siiresince giinliik 7,56X10’
kob/mL/sican olacak sekilde uygulanan probiyotigin STZ ile indiiklenen diyabette
hiperglisemiyi onemli oOlclide diislirdliglinii rapaor etmislerdir. Arastiricilar
hipoglisemik etkinin L. acidophilus ‘un gidalarin glisemik indeksini azaltmasi ve nitrik
oksit seviyesinin diizenlenmesi ile aciklanabilecegini rapor etmislerdir. Yadav vd
(2008) probiyotiklerin sicanlarda STZ ile indiiklenen diyabeti baskiladiginm
bildirmislerdir. Bunun ise nitrit olusumunun engellenmesi ve insiilin tiikketiminin

engellenmesi ile agiklanabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica pankreatik B-hiicrelerinin
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hasardan korunmasi nedeniyle probiyotikler insiilin seviyesini koruyarak glukoz
homeositasisindeki STZ nin neden oldugu degisiklikleri geciktirebilecegini ileri
siirmiislerdir.

Calismamizda her hayvan i¢in yapilan insiilin degerleri Tablo 3.14’te insulin
degerleri verilmistir. Insulin, Kontrol gruplar1 172,071-939,5 (pg/ml). STZ grubunda,
43,89-466,64 (pg/ml), STZ+Probiyotik, 0-483,38 (pg/ml) degerleri arasindadir.

Giinliik 1 x 10 kob / sigan olacak sekilde L. fermentum (Tanida vd 2014) ve 1 x
108 kob / mL / sigan seklinde L. casei uygulamasmin (Tomaro vd 2014) insiilin direnci
lizerine 6nemli bir etkisinin olmadig: bildilirken, Huang vd (2013) 8 hafta 10 ° kob /
sican / giin olarak uygulanan L. plantarum K68 in ve benzer olarak yapilan diger bir
calismada Hsieh vd. (2013) 14 giin 2 x 10° kob / sican / giin olacak sekilde uygulanan
L. reuteri’nin insiilin direngini etkiledigini bildirmislerdir. Andreasen ve ark. (2010),
10% kob L. acidophilus NCFM iceren tabletleri kullandiklar1 4 hafta boyunca insiilin
duyarliliginda 6nemli degisiklikler gézlemislerdir.

Pro-enflamatuar faktorlerin (Matsuzaki vd, 1997) ve lipit konsantrasyonlarinin,
probiyotik uygulanmasindan etkilenebilecegi insiilin direncini diizenlemede anahtar rol
oynadig1 ve bu nedenle insiilin direngini diizenlemede probiyotiklerin yararli etkileri
olabilecegi rapor edilmistir ( Yadav vd 2006).

Probiyotik laktobasiller hiperglisemiyi 6nlemede 6nemli bir rol oynayabilir. STZ
ile indiiklenen ratlarda L .rhamnosus 312 hiperglisemi iizerine etkisi olmustur. Ancak
bu bakterinin en etkili dozunun belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Ayrica elde edilen
veriler STZ ile indiiklenmis ratlarda elde edildigi unutulmamalidir. Insanlardaki etkisi
farkli olabilir. Dozlar1 degisebilir. Bu nedenle insanlarda da bunlarin belirlenmesi
gerekmektedir. Ayrica ¢alismamiz diyabet olan faralerde test edildi. Diyabet olusumu

ile birlikte kullaniminin nasil bir degisim gosterecektir.

Calismamizda tek bir izolat denenmistir. Karigik kiiltiirtin nasil bir etkisin
olacaginin belirlenmesi de dnem tagimaktadir. Calismamizda 4 haftalik bir probiyotik

uygulanmasi test edilmistir. Uzun siire kullaniminin etkisinin ortaya konmalidir.
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