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OZET

Viral akut gastroenterit diinya ¢apinda yiiksek morbidite ve mortalite oraniyla 6nemli
bir saglik sorunu teskil etmektedir. Herhangi bir antiviral tedavisi olmayan
gastroenteritin son yillarda tedavisi i¢in sagliga bir¢ok yarari olan probiyotiklerin
kullanim1 arastirilmaktadir. Bu c¢alismada gastroenterit tanist konmus 5 yas alti
pediatrik gayta 6rneklerinden 7 adet Lactobacillus spp. susu izole edilmistir. APl 50
CH testi ile suslarin identifikasyonlar1 yapilmis, probiyotik 6zelliklerini incelemek
amaciyla EPS iretim kapasitesi, asit direnci, safra toleransi, antibiyotik duyarliligi ve
E. coli (ATCC 25922) iizerindeki antimikrobiyal etkisi belirlenmistir. Identifikasyon
sonucu Lactobacillus plantarum c¢ikan suslarin hepsi pH:2 ve pH:3 ortamlarda
yiiksek inhibisyona (pH:2 i¢in %95,2-99,2, pH:3 i¢in %98,3-99,2) ragmen hayatta
kalabilmigtir. Suglar ayn1 zamanda degisen oranlarda %0,15 (%81,4-92,5), %0,2
(%80,9-87,3) ve %0,3 (%73,2-89,2) safrali ortamlarda canliligin1 korumustur. 182a
susu disinda biitiin suslarda EPS iretimi (4,13-50,33 mg/ml) goézlemlenmistir.
Suslarin E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivitesi saptanamamustir. Tiim suslar
vankomisin antibiyotigine kars1 direng gosterirken eritromisine karsi yiiksek
duyarlilik gostermistir. Bu olgiimler dahilinde izole edilen bazi L. plantarum sp.
suslar ileride yapilmasi planlanan probiyotik destek tedavisi ¢alismalarinda ve yeni

probiyotik tirlinlerin iiretimi arastirmalarinda kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Akut Gastroenterit, Rotaviriis, Adenoviriis, Lactobacillus spp.,
Probiyotik



EFFECTS OF VIRAL GASTROENTERITIS ON PROBIOTIC BACTERIES
IN INTESTINE

Elmas Ceren KESEPARA

HITIT UNIVERSITY
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February 2018

ABSTRACT

Viral acute gastroenteritis is an important health problem worldwide with high
morbidity and mortality rates. There is not a antiviral therapy for gastroenteritis and
recent years for treatment of gastroenteritis use of probiotics that have many health
benefit features has been investigated. in this study, 7 strains of Lactobacillus spp.
were isolated from under 5 years of age pediatric gaitas. Strains were identificated by
API 50 CH test and EPS production capacities, resistances to acid, tolerances to bile,
antibiotic susceptibilities and antimicrobial activities against E. coli (ATCC 25922)
were determined in the order to investigate their probiotic features. Strains were
identificated as Lactobacillus plantarum and despite the high rate of inhibition
(%95,2-99,2 and %98,3-99,2), all of the strains survived at pH:2 and pH:3 media.
Also all strains maintained their viability in %0,15 (%81,4-92,5), %0,2 (%80,9-87,3)
and %0,3 (%73,2-89,2) bile-concentrated media. EPS production (4,13-50,33 mg/ml)
was observed in all strains except 182a. Antimicrobial activity of strains against E.
coli could not be detected. All strains showed high sensitivity to erythromycin while
indicating resistance to vancomycin. Within these measurements, some L. plantarum
sp. can be used in further probiotic treatment-supporting studies and in the
investigation of the production of new probiotic products.

Keywords: Acute Gastroenteritis, Rotavirus, Adenovirus, Lactobacillus spp.,
Probiotic
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1.GIRIS

Gastronteritler diinya genelinde hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde,
basta bes yas alt1 ¢cocuklar olmak iizere her yas grubunu etkileyebilen, yiiksek 6liim
oranlarin yani sira sosyoekonomik kayiplara da neden olan 6nemli bir saglik
problemidir (Anderson, 2010; Isildak Pamuk, 2010). Akut, dizanterik ya da kronik
olarak siniflandirilabilirler. Onemli salgilara sebep olan akut gastroenteritler tiim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de yiiksek morbidite ve mortaliteye sahiptirler. Viral,
paraziter veya bakteriyel etkenlerle ortaya ¢ikabilen akut gastroenteritlerin en yaygin
etiyolojik etkeni viral ajanlardir. Viral gastroenterit diyaresine bagli olarak diinya
genelinde neredeyse her yil milyonlarca diyare atagi ve poliklinik basvurusu
olmaktadir. Ustelik 2 milyondan fazla ¢cocuk hastaneye yatirilmaktadir (Anderson,
2010). Akut gastroenterite sebep olan viral ajanlar rotaviriis, noroviriis, adenoviriis,
bocaviriis, sapoviriis ve astroviriis olarak siralanabilir. Diinya iizerinde prevelansi en
yiiksek olan viral gastroenterit rotaviriis gastroenteritidir (Erdogan, 2011). Fekal-oral
yol ile bulasan viriis partikiilleri gastrointestinal sistemi asarak bagirsak epitellerine
tutunur ve epitel hiicrelerde enflamasyona neden olurlar. Villus atrofisi ve mukozal
hasara neden olan enflamasyon sonucu besin ve sivilarin emilimi bozulur ve biriken
maddeler siddetli ishal ile digar1 atilir. Ishalin yani sira ates, kusma, bulant1 ve karin
agrist ile seyreden akut gastroenterit 1-2 hafta siirmektedir ve onemli Olgiide sivi
kaybina neden olmaktadir (Wilhelmi ve ark., 2003; Dashti ve ark., 2016). Hastaliktan
korunmak i¢in Ozellikle ¢ocuk iinitelerinde olmak iizere okullarda, yashi bakim
merkezlerinde, toplumsal alanlarda ve evde hijyene dikkat etmek, besinleri
yikamadan yememek, dengeli beslenmek ve asilar onerilmektedir. Rotaviriise karsi
tiretilmis ve Amerika da etkin bir sekilde kullanilan Rotarix ve Rotateq diginda diger

viral etkenlere karsi iiretilmis asilar mevcut degildir (Dona ve ark., 2015).

Kendini smirlandiran bir hastalik olan viral gatroenteritte etkili bir antiviral ilag
tedavisi uygulanmamaktadir. Esas tedavi kaybedilen sivi ve elektrolitlerin geri
kazanilmasini saglamak {izerinedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bagirsak flora
dengesini yeniden saglamak igin kanser 6nleyici, immiin sistemi diizenleyici, laktoz
sindirimine yardimci, bagirsak florasini diizenleyici, kalp hastaliklarini dnleyici ve

serum koletrerol seviyesini diislirici pek c¢ok sagliga yararli etkisi olan
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probiyotiklerin diyete ek alinmasi iizerinedir (Anderson, 2010; De Angelis, 2016;
Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017). Aslinda probiyotik ve prebiyotik beslenmesinin ana
kaynag1 olan anne siitii ile beslenen bebeklerin daha sik olarak emzirilmesi, anne siitii
almayan bebeklerin ise normalde aldiklari siit veya mamalarla, 6glin sayisi
arttirtlarak beslenmelerine devam edilmesi bagirsak dengesinin saglanmasi igin
onerilmektedir. Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus casei ve Lactobacillus rhamnosus (GG kokenli) tiirlerini
iceren  ¢esitli  probiyotiklerin  gastroenterit  diyarelerinde  yararli  oldugu
belirtilmektedir (Grandy ve ark., 2010; Tanriéver ve ark., 2012; Vandenplas, 2016).
Ancak bu konu ile ilgili yeterince ¢alisma mevcut degildir. Bu nedenle ¢alismamizda
gastroenterit varliginda bazi1 probiyotik mikroorganizmalarin identifikasyonu

yapilarak probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Bu amagcla, ¢alismamiz kapsaminda akut gastroenterit tanisi konmus 0-5 yas arasi
cocuklarin gayta orneklerinden probiyotik bakteri izolasyonu yapilmis, izole edilen
bakterilerin identifikasyonu i¢in API testi uygulanmis ve izole edilen bakterilerin
probiyotiklik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in EPS iiretimi, asitlige ve safra tuzuna
direng, antibiyotik duyarliliklart ve bagirsak patojeni olan Escherichia coli

tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.Gastroenterit

Gastroenterit diinya capinda yaygin olarak goriilen yliksek mortalite oranina sahip
onemli bir saglik problemidir. Ozellikle 0-5 yas aras1 ¢ocuklar ve immiin baskin
bireylerde siddetli olmak tizere her yas grubunda gbzlemlenebilir. Diinya Saglik
Orgiitiine (DSO) gore anne siitii ile beslenen bebeklerde diyare giin igerisinde ii¢
veya daha fazla sayida, sulu digkilama olarak; diger vakalarda da giin iginde
normalden fazla sayida ve sekli degismis digkilama olarak ifade edilmektedir

(Tanisman Isim, 2016).

Diyare 0-5 yas arast ¢ocuklarda diinya c¢apinda yilda 2,5 milyar vakada
goriilmektedir. 0-5 yas arasi cocuklarda diinya ¢apinda 9 milyon 6liimiin yaklasik 1,5
milyonunun sebebinin gastroenterit oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle diyare 5 yas alti
cocuklarda HIV/AIDS, malarya ve kizamiktan daha ¢ok oliime sebep olmaktadir
(King ve ark, 2003;  www.who.int/whosis/whostat/2008/en/index.html;
http://whglibdoc.who.int/ publications/2009/9789241598415 eng.pdf;  Anderson,
2010).

Klinikte diyare ve gastroenterit siklikla birbirinin yerine kullanilmaktadir. Ancak
diyarenin yiyecekler, ilaglar, inflamasyon kosullari, hormonal dengesizlikler ve diger
sistemik hastaliklar gibi enfeksiy6z olmayan etkenlerle de bagli olusabilecegi

unutulmamalidir (Anderson, 2010).

En yaygin gastroenterit etkeni olan viral gastroenteritler gosterdikleri yiiksek
morbidite orani ile Ozellikle yashlar, ¢ocuklar ve immiin yetersiz kisiler gibi
savunmasiz bireyler i¢in tehdit olusturmaktadir ve gelismis iilkelerde %21-40

oraninda diyare vakasina sebep olmaktadir (Elliot, 2007; Shokrollahi ve ark., 2014).

Viral gastroenteritler sadece bir saglik riski olusturmanin Gtesinde ayni zamanda
cesitli harcamalar ile ekonomik ve finansal yiike de sebep olmaktadir. Orta doguda
ve Kuzey Afrika tilkelerinde hastanede kalma harcamalart her yil 1,8 milyon US $
civarinda iken ABD’de her yil yapilan masraflar yaklasik 1 milyar US $’na
ulasmistir (Curns ve ark., 2010; Ito ve ark., 2011; Shokrollahi ve ark., 2014).
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Cocuklar gastroenterite siklikla oral ya da fekal bulasma ile yakalanirlar. Bu durum
cocuklar arasindaki yakin temas ve diisiik hijyen ile artmaktadir (Cook ve ark., 1990;
Shokrollahi ve ark., 2014). Her yil yaklasik 1,5 milyon gastroenteritli gocugun diyare
sebebi ile 6lmesi bu enfeksiyonlart gelismis iilkelerde bes yas alti ¢ocuklar igin
zatlirreden sonra 2. yaygin 6liim sebebi yapmaktadir (Weinstein, 2006; Shokrollahi
ve ark., 2014).

Fekal ve oral bulagsma disinda g¢evresel yayilma yollar1 da bulunmaktadir. Bunlara
ornek olarak calisma ylizeyleri, tuslar, kap1 kollari, TV ve oyun konsollari, 151k
diigmeleri, zeminler, medikal ekipmanlar 6rnek verilebilir (Green ve ark., 1998;
Cheesbrough ve ark., 2000; Gallimore ve ark., 2006).

Diinya saglik orgiitii (DSO) klinikte ishali iice aywrmaktadir (Bishop ve Ulshen,
1988; Tanisman Isim, 2016).

-Akut gastroenterit; Giinde ii¢ veya daha fazla sayida ve yumusak kivamda
diskilamadir. Genelde ishal 7 giinde iyilesmekte ve 14 giinii asmamaktadir. Kusma
ve ates gozlemlenen ve 2 haftadan kisa silirede goriilen ishaller genellikle akut
gastroenterit olarak tanimlanir. Akut gastroenterite sebep olan ajanlar; E. coli,
Shigella spp., Campylobacter jejuni, Salmonella spp., Vibro cholerae,
Crystosporodium, Rotaviriis, Adenoviriis, Noroviriis, Bocaviriis ve Astroviriis gibi
bakteriyel, paraziter ve viral mikroorganizmalar olabilir (Uysal ve ark., 1997;
Tamisman Isim, 2016). Akut ishaller gaytanin 6nce sekilli ve yumusak, daha sonra
bol sulu ¢iktig1 sulu ishaller; kirmizi renkli bozulmamis kanli ve mukuslu dizanterik
ishaller; stimiiksii sari-yesil renkte mukoid ishaller ve sulu bazen hemorajik olabilen

antibiyotige bagl ishaller olarak dort grupta siniflandirilabilirler.

-Dizanterik gastroenterit; Kanli digkilamadir. Bagirsakta bakteriyel invazyon ve
mukoza harabiyeti gorilir. Shigella spp., C. jejuni, E. coli, Salmonella spp. ve
Entamoebea histolytica dizanteriye sebep olabilir (Uysal ve ark., 1997; Bishop ve
Ulshen, 1988; Tanisman Isim, 2016).

-Kronik gastroenterit; Akut gastroenterite benzer baslayan ve persistan ishal de
denen kronik gastroenterit 14 glinden uzun stirer. Kronik ishale etken olan ajanlar; E.

coli, Crystosporodium spp., Shigella spp., Aeromonas spp., Giardia tiirleri ve



Salmonella spp.’ dir (Roy ve ark., 1995; Uysal ve ark., 1997; Tanisman Isim, 2016).
Kronik ishal sebepleri olarak; malabsorbsiyon sendromlari, giardiasis, primer immiin
defektler, ailesel villus atrofisi, akrodermatitis enteropatik, abetalipoproteinemi,
AIDS enteropatisi, sekonder tiimor, kisa bagirsak sendromu, otoimmun enteropati
seklinde siralanabilir (Guerrant ve ark., 2005; Tanisman Isim, 2016). Kronik ishal
sulu, yagl (malabsorbsiyon) ve bulasici olarak iice ayrilabilir. Sulu ishalde genelde
hastalarda siskinlik ve gaz semptomlarina da sahiptir, laktoz intoleransi durumunda
bagirsakta su salimimi artar. Yagl ishalin yaygin sebepleri pankreatit ve ¢olyak
hastaligidir. Pankreatitte pankreastan gelen enzim salinimi bozulur, bu da
malabsorbsiyona sebebiyet verir. Enfeksiyoz ishalde ise patojenlere bagl bagirsak
epitel ylizeyinin hasar gormesiyle su ve elektrolit emilimi bozulur, ishal olusur
(https://mwww.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK448082/). Olusum mekanizmalarina gore

ishallerin ayrim1 Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Bagirsak enfeksiyonlarinin {i¢ tipinin karsilastirilmas: (Guerrant
ve ark., 2005; Tanisman Isim, 2016)

Mekanizma Yerlesim Hastalik Gayta analizi Etkenler

1.tip  Noninflamatuvar  Proksimal  Suludiyare Fekal 16kosit yok, V. cholerae, E.coli

(entertoksinlerle ince laktoferrin ~ yok (ETEC, EPEC,
veya bagirsak veya az yiiksek EAEC),C. perfringens,
adherens/yiizeysel B. cereus, S. aureus,

invazyon) G. lamblia, Rotaviriis,

Noroviriis Adenoviriis,

Bocaviriis, Astroviriis

2tip  Inflamatuvar Kolon Dizanteri Fekal Shigella spp.,
(invazyon, form polimorfoniikleer  E. coli (EIEC, EHEC),
sitoksinlerle) (mikisli)  16kositler, S. enteritidis,

laktoferrin yitksek  V.parahaemolyticus,
C. difficile, C. jejuni,
E. hystolytica

3tip Invaziv Distal ince Tifoid Fekal S. typhi,
bagirsak (kanl) mononiikleer Y. enteocolitica,
lokositler, C. fetiis

laktoferrin yok



2.1.1..Akut gastroenterit

Akut gastroenterit (AGE) hem gelismis hem gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak
goriilen infeksiyoz bir saglik problemidir. AGE diinya ¢apinda, basta bes yas alti
cocuklar olmak iizere yilda yaklasik 3 milyon 6liimiin sebebi olmaktadir (Mead ve
ark., 1999; Mendez ve ark., 2007; Tolentino-Ruiz ve ark., 2012). Diyare sebepleri
cok c¢esitli virlis, bakteri ve parazitlerdir. Bazi epidemiyolojik g¢alismalar AGE
vakalarmin yarisinin bakteri ya da parazit kaynakli oldugunu savunurken diger bazi
caligmalar ise %80’inin viriislere bagli oldugunu savunmaktadir (Mead ve ark., 1999;
Buesa ve ark., 2002; Moyo ve ark., 2007; Tolentino-Ruiz ve ark., 2012). Bes yas alti
cocuklarin digki Orneklerinden izole edilen Onemli bakteriyel ve protozoan
organizmalar; diyarejenik Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia
spp., Campylobacter spp., Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica ve
Cryptosporidium spp.’dir. Cocuk gastroenteritlerinde en yaygin saptanan dort ana
viral aile ise; Reoviridae ailesinden rotaviriisler (RVler), Caliciviridae ailesinden
norovirlisler (NoVler) ve sapoviriisler (SaVler), Astroviridae ailesinden insan
astrovirisleri (AstVler) ve adenoviriislerin (AdV) F subgenusudur (Gonzalez ve ark.,
2011; Tam ve ark., 2012; Mlandenova ve ark., 2015). Akut viral gastroenteritler
hastaneye yatis gerektirir ancak tedavi genelde semptomatiktir. Kaybedilen sivinin
yerine konmasi ve bagirsak florasinin yeniden dengelenmesi ile septomlarin
hafifletilmesi amaglanir. Bu enfeksiyonlar igin en iyi bilinen su an igin 6zel bir
antiviral tedavinin mevcut olmadigidir. Az sayidaki raporlarda noroviriise karsi
antiviral ajanlarin sentezlendigi 6ne siiriillmektedir (Manning ve ark., 2006; Lee ve
ark., 2007; Shokrollahi ve ark., 2014).

2.1.1.1. Bakteriyel gastroenterit ajanlari

Insanlarda gastroenterit etkeni olan bakteriler baslica; Shigella spp., Salmonella spp.,
patojen E. coli suslari, Campylobacter spp., Y. enterocollitica, V. cholera,

Aeromonas spp. ve C. difficile olarak siralanabilir (Tanisman Isim, 2016).

Shigella tiirleri

Gram (-) , fakiiltatif anaerop, sporsuz, kapsiilsiiz, laktoz negatif, comak seklinde

hareketsiz mikroorganizmalar olan shigellalarin klinik olarak hastalik olusturulabilen
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S. dysenteriae, S. flexneri, S. sonnei, S. boydii olmak iizere 4 tiirii vardir (Bulut,
2014; Tanisman Isim, 2016). Agiz yolu ile alinan Shigellalar mide asidine diger
enterik patojenlere gore daha dayanikli olduklarindan bir kismi bu engeli ve
incebarsaklar1 asip kolona ulasir ve mukoza ylizeyine yapisarak kolon epitelinde
cogalip yayilirlar. Lamina propriada inflamasyon, epitel hiicrelerde harabiyet ve
dokiilme ile az ama sik diskilama, tenezm, digkida kan ve mukus bulunmasiyla

sonuglanan klinik seyir gosterir (Gomez ve ark., 1996; Bulut, 2014).

Esherichia coli

Gram negatif, tek ya da ¢iftler halinde bulunan basil seklinde olan ve fekal oral yolla
bulasan bu bakteriler hastalik olusturma mekanizmalarina goére Enterotoksijenik E.
coli (ETEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enteroadeziv, E. coli (EAEC),
Enterohemorajik E. coli (EHEC) ve Enteroinvaziv E. coli (EIEC) olmak iizere bes

gruba ayrilirlar.

Ani gelisen sulu ishal, karin agrisi ile karakterize olan ETEC ishalinin siiresi nadiren
de olsa 48 saati asabilir (Bulut, 2014). EHEC’ler kanl ishal ve hemolitik iiremik
sendroma sebep olurken EPEC’ler tiim diinyada nosokomiyal kiigiik ¢ocuk ve yeni
dogan ishal salginlarinin sebebidir. EIEC’ler kolon mukozasi invazyonu, kramp, ates,
halsizlik, toksemi, sulu gayta ve %10 oraninda dizanteri ile karakterize edilirken
EAEC’ler kiiciik ¢ocuklarda endemik ve epidemik salginlara sebebiyet verir ve
yetiskinlerde seyahat ishali ile persistan ishale sebep olurlar (Donnenberg, 2005;
Forbes ve ark., 2007).

Aeromonas tiirleri

Diyare etkeni olarak gosterilmelerinin yani sira saglikli insanlarin gaytalarinda da
saptanan bu tiirlerin klinik tablolar1 ¢ocuklarda ve immiin yetersiz hastalarda agir
seyredebilmektedir. Sulu ishal, bazen ates, kusma karmm agris1 ile seyreden
gastroenterit genelde kendiliginden iyilesmektedir. Aeromonas tiirleri genellikle
karbesilin, penisilin, ampsilin ve tikarsilin antibiyotiklerine kars1 diren¢ gosterirken
piperasilin, aminoglikozid, azlosilin, tetrasiklin, kloramfenikol, kinolonlar,
trimetopim-siifametoksazol ile ikinci ve ftgiincii kusak sefolosporinlere karsi

duyarlilik gostermektedir (Yazici, 2008).



Campylobacter tirleri

Gram negatif, sarmal veya S seklinde kivrik mikroorganizmalardir (Tanisman Isim,
2016). Kaynag1 hayvanlar olan bu bakteriler safrali ortamlar1 sever. Jejenum, ileum
ve kolonda invazif, ekslidatif enterokolit yapar (Bulut, 2014). Bakteri viicuda
alindiktan 1-5 giin icerisinde karin agrisimi takiben diyare baslar. Disk1 az ya da bol,
sulu, kanli veya mukuslu olabilir. Belirtiler 1-7 giin siirebilir ve ates 39-40 °C’ye
cikabilir (Yazici, 2008). Campylobacter jejuni ve C. coli suslar1 genelde
sefolosporinler,  penisilinler,  rifampisinler, trimetoprim-siilfametoksazol  ve
vankomisine direngli florokinolon, aminoglikozid, eritromisin, tetrasiklin ve
klindamisine duyarhidir (Yazici, 2008). Gastroenterit tedavisi igin ilk secenek

eritromisin antibiyotigidir (Bulut, 2014).

Yersinia tirleri

Gram negatif, fakiiltatif anaerop, laktoz negatif, sporsuz ve basil seklinde
bakterilerdir (Tanisman Isim, 2016). Iyi pismemis etlerle oral yolla bulasan bu
bakterilere kuzey Avrupa iilkelerinde sik rastlanir. 4-7 giinliik inkiibasyon sonrasi
yaklasik 2 hafta siiren ishale neden olurlar (Bulut, 2014). Hastalik yapabilmesi igin
10 ve daha fazla bakterinin oral olarak alinmasi gerekmektedir. Hastalik etkeni
alindiktan 2-11 giin sonra ileumun sonunda lenfoid dokuda ¢ogalir ve lenf bezlerinde
biiyiime, ileum mukozasinda inflamasyona sebep olur. Yas, cinsiyet, bakterinin
viriillans1 ve direncine gore degisebilen hastalik seyri kendini simirlandiran
gastroenteritten Oliimciil seyreden sistemik enfeksiyonlara kadar gidebilir. Ates,
karin agrisi, kusma, diskida kan, 16kosit veya mukus goriilebilmektedir. Hastalik
genelde kendini smirladigindan antibiyotik kullanimi tartigma konusudur ancak in
vitro ¢alismalarda trimetoprim-siilfametoksazol, aminoglikozid, kloramfenikol,
piperasilin, tetrasiklin, siprofloksasilin ve fiiclincii kusak sefalosporinlere duyarli

gorilmistiir (Yazici, 2008).
Vibrio colera

Gram negatif, flajellas1 araciligiyla hareketli, aerop basiller alkali pH:7,4-9,6
ortamlarda kolayca iireyebilirler ve aside olduk¢a duyarlidirlar (Benenson, 1991).

Musinaz salgist aracilifiyla mukoza engelini asarak enterositlere tutunur ve 2-3



giinlik inkiibasyon sonrast siddetli ishale sebep olurlar. Kiiltiir antibiyogram
sonucuna gore antibiyotik baslanmalidir ve oral rehidratasyon tedavisi tanidan 6nce
uygulanmalidir. Antibiyotik ile hastalik siiresi kisalir. Antibiyograma gore basilin,
TMP-SMX, eritromisin, 8 yasindan biiyiiklerde tetrasiklin veya doksisiklin, direngli
vakalarda ise siprofloksasin kullanilabilir (Bulut, 2014).

Salmonella tiirleri

Gram negatif, fakiiltatif anaerop, kapsiilsiiz, sporsuz, hareketli ve ¢omak seklinde
mikroorganizmalardir. Barsak mukoza hiicresine yapisarak liimende ¢ogalir. En gok
yasamin ilk bir yil1 iginde goriiliir. 6-72 saatlik inkiibasyon sonrasi bulanti, kusma,
kramp benzeri karin agrisi, ates ve ishal goriilebilir. Gaytada genellikle kan
bulunmaz. Bagisiklik sistemi yeterli g¢ocuklar 2-7 giin ic¢inde kendiliginden
iyilesirken immiin yetmezlikte, yeni dogan ve 3 ayn altindaki bebeklerde,
malignitelerde, kollajen doku hastalig1 veya inflamatuvar barsak hastaligi olanlarda,
immiin siipresif tedavi ve steroid alanlarda, malniitrisyonda, aklorhidri ve antiasit
kullanimlarinda, orak hiicreli anemide, Salmonella infeksiyonlarindan sonra
bakteriyemi riskinin arttig1 gézlemlenmistir. Tedavi i¢in ampisilin veya TMP-SMX
kullanilir, ama bu antibiyotiklere diren¢ yiliksek oldugundan {igiincii jenerasyon
sefalosporinler (sefotaksim, seftriakson), 18 yasin istiindeki hastalarda ise
siprofloksasin, ofloksasin tedavide kullanilabilir (Niyogi, 2005; Bulut, 2014,
Tanisman Isim; 2016).

2.1.1.2. Paraziter gastroenterit ajanlari

Bagirsak protozoonlarindan Entamoeba histolyca ve Giardia intestinalis iilkemizde

sik goriilen AGE parazitleridir.

E. histolyca

Bulasma yolu oral-fekal olan bu parazit tropikal ve subtropikal bolgeler basta olmak
iizere tim diinyada yaygin goriilen enfeksiyonlara neden olur. Ozellikle kalin
bagirsagin ceperine girerek enfeksiyon olusturmaktadir. Inkiibasyon siiresi 1-4 hafta
arasinda degisir. Bulasma icin en Onemli kaynak tasiyici kisilerin yaydiklar

kistlerdir. Enfeksiyonlu hasta tedavi olmazsa senclerce kist ¢ikarmaya devam
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edebilir. Cogunlukla sulu gayta, karin agris1 ve kanli ishal goriiliir. Bagirsakta
olusturduklar trofozoitler kan yoluyla diger organlara gidip apse olusmasina sebep

olabilir. Tedavisinde antiparaziter ilaglar kullanilmaktadir (Ak ve ark., 2007).
G. lambia

Diinyada yaygin goriiliirler ve 6zellikle 10 yas alt1 cocuklarda epidemik ve endemik
enfeksiyonlara sebep olurlar. insan1 enfekte eden iig tiirii G. intestinalis, G. lambia ve
G. duodenalis’tir. Enfeksiyon i¢in 10-25 kistin oral alinmasi yeterlidir. Midede
bozulmayip duodenum ve jejenum mukozasina baglanir hizla gogalip trofozoit
olustururlar. Trofozitler ishalli gayta ile disar1 atilir kisa siirede bozulurlar,
bozulmadan alinsalar bile mide asidine dayanikli olmadiklarindan hastalik meydana
getirmezler. Ancak kist formu dis ortama dayanikhidir ve alindigr takdirde
enfeksiyona neden olur. G. intestinalis yetiskin ve ¢ocuklarda semptomsuz taginirken
semptomatik olan giardisiste diyare, karin agrisi, siskinlik ve gaz gdzlemlenir

(Ozbilgin, 2006; Yakut ve Ozden, 2008).
2.1.1.3. Viral gastroenterit ajanlari

Diinya ¢apinda 6zellikle bes yas alt1 ¢ocuklarda akut gastroenterit enfeksiyonlarinin
en yaygm etkeni virlislerdir. En yaygin dort ana viral aile; Reoviridae ailesi
(rotaviriis), Cliciviridae ailesi (noroviriis ve sapoviriis), Astroviridae ailesi
(astroviriis) ve Adenoviridae ailesi (adenoviriis tip 40 ve tip 41) olarak siralanabilir

(Wilhelmi ve ark., 2003; Clark ve ark., 2009; Akther ve ark, 2014).
Rotaviriisler
Tanim, tarihge ve taksonomi

Ik defa 1973’te Avusturya’da Ruth Bishop ve arkadaslari tarafindan bakteriyel
olmayan diyareli bir ¢ocuktan alinan 6rnekten elektron mikroskopisi ile gdzlemlenen
Rotaviriis, 1974’te Flewett ve arkadaslar1 tarafindan Latince tekerlek anlamina gelen

Rota kelimesi kullanilarak Rotaviriis seklinde adlandirilmistir (Bishop ve ark., 1974).

Rotaviriislerin siniflandirilmasi elektroforetik, P genotip, G genotip ve genogrup gibi

genetik gruplandirmalarin yani sira serogrup, alt grup, P serotip ve G serotiplerine
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gore yapilmaktadir (Brown ve ark., 1988; Aydin H., 2014). RV’ler VP6 yapisal
proteinine gore sekiz farkli gruba ayrilir (A’dan H’ye), RV A, B ve C hem insanlarda
hem hayvanlarda bulunurken RV D, E, F, G ve H sadece hayvanlarda bulunmustur
(Mattijnssens ve ark., 2012; Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017). Alt gruplandirma
caligmalarinda da VP6 proteini kullanilmasinin sebebi ¢ok sayida farkli epitopa sahip
olmasidir. En sik gozlemlenen insan RV’leri alt-grup I ve II’ye aittir. Serotip
siniflandirilmasi dis kapsit proteini VP4 ve VP7’ye gore yapilir. Bir glikoprotein
olan VP7 daha bol bulunur ve viriis dis yiizeyinin biiyiik kismini olusturur, VP4 ise
daha seyrek bulunmaktadir. Notralizan antikorlari uyaran epitoplara sahip olan bu
kapsit proteinlerine karst olusan monoklonal antikorlarin koruyucu bagisiklik

sagladig1 gosterilmistir (Hoshino ve Kapikian, 2000; Aydin H., 2014).

A grubu rotaviriisler gocuklardaki gastroenteritin en 6nemli nedenidir (Logan ve ark.,
2006). Grup B genelde yetiskinlerde hafif ishale sebebiyet verirken grup C nadiren
cocuklarda da hastalik etkeni olabilmekle beraber esasen hayvanlarda ishal etkenidir.
D, E, F ve G gruplarn ise sadece hayvanlarda ishal etkeni olarak goriilmistiir
(Erdogan,2011).

A grubu rotaviriisler i¢in 2008°de belirlenmis ylizdesel niikleotid kesme degerlerine
gore 11 genomik segmentin her birine belirli bir genotipi atayan tamamlayici genom
dizileme sistemi gelistirilmistir (Mattijnssens ve ark., 2012; Gonzalez-Ochoa ve ark.,
2017). Diinya c¢apinda diyareli hastaliklarla iligkili cogu insan rotaviriisii G9 ve G12
gibi yeni ortaya ¢ikan genotiplerle birlikte G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] ve
G9P[8] genotipleridir (Santos ve Hoshino, 2005; Rahman ve ark., 2007; Gonzalez-
Ochoa ve ark., 2017). Bu ortak insan RV’leri bir mevsimde birlikte dolasim
gosterebilir ve bu da yeni virlis formlarinin ortaya ¢ikmasi dolayisiyla RV’lerin

genetik ¢esitliligi i¢in elverislidir (Jain ve ark., 2014; Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017).
Yapisal ve genomik ozellikler

Rotaviriisler Reoviridae ailesinde rotaviriis cinsine aitlerdir. Tiim viral partikiiller
kiiresel, yaklagik 70-100 nm ¢apinda, ikozahedral kapside sahip ve zarfsizdir. Kapsit
i¢, orta ve dis kapsit olmak iizere ii¢ protein tabakasindan olusur. I¢ kapsit ya da

cekirdek 11 tane ¢ift zincirli RNA segmenti i¢eren viral genomu igerir. Her segment
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spesifik bir viral protein kodlar: viral proteinler (VP) olarak isimlendirilen 6 yapisal
protein (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 ve VP7) ve alt1 yapisal olmayan protein (NSP1-
NSP6). Rotaviriis segmentleri 11. segment (NSP5 ve NSP6) hari¢ monosistroniktir
(Estes ve Kapikian, 2007; Mossel ve ark., 2015; Luchs ve Timenetsky, 2015).

Rotaviriislerin elektron mikroskobu goriintiisii Resim 1.1."de verilmistir.

Resim 1.1. Rotaviriis elektron mikroskobu goriintiisii (Bulut, 2014)

Birinci segment tarafindan kodlanan VP1 proteininin RNA polimeraz aktivitesi
vardir. 2. segment tarafindan kodlanan VP2 rotaviriis ¢ekirdek yapisinin olusmasinda
onemlidir, bu protein immunojenik oldugu i¢in VP2’ye kars1 gelistirilen antikorlar
daha 6nce enfeksiyon gegirildigini gosterir (Patton, 1995). VP3 3. segment tarafindan
kodlanir ve 6 guaniltransferaz ve metiltransferaz aktivitesi vardir (Subodh ve ark.,
2006). 6. Segment tarafindan kodlanan VP6 grup taniminda kullanilir ve genom
transkripsiyonu i¢in gereklidir (Yalgin, 2006; Estes ve Kapikian, 2007) Viriisiin
korunmus, hidrofobik bir bolgesinde bulunan VPS5 proteini viriisiin hiicreye
girmesinde rol alir. VP4 ve VP7 iki dis kapsit yiizey proteinidir; glikoprotein olan
VP7 9. segment tarafindan kodlanir, viriisiin epitel hiicrelere girisinde dnemlidir.
Proteaz kesim proteini olan ve 4. segment tarafindan kodlanan VP4 ise viriisiin
hiicreye tutunmasi ve girisinden, nétralizan antikorlarin olusmasindan sorumludur.
Bu iki protein serotip belirlenmesinde kullanilir ve nétralizan antikorlara hedef
olusturur (Prasad ve Chiu, 1994; Crawford ve ark., 2001; Bernstein ve Ward, 2004;
Bass ve ark., 2007). NSP1 5. segment tarafindan kodlanan NSP1 rotaviriisiin
cogalmasinda, 8. segment tarafindan kodlanan NSP2 viral RNA’nin ¢ogalmasinda,

NSP2 ve NSP5 viriisiin konakta enfeksiyon olusturmasinda, 7. segment tarafindan
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kodlanan NSP3 protein sentezinde ve viriisiin konakta yayilmasinda, 10. segment
tarafindan kodlanan ve enterotoksin olan NSP4 VP4 ve VP6 ile birlikte patogenezde,
11. segment tarafindan kodlanan NSP5 RNA’nin baglanmasinda gorev alirken
NSP6’nin  goérevi tam anlasilamamistir ancak replikasyonda islev gordiigii
distintilmektedir (Patton, 1995; Estes ve Kapikian, 2007; Rainsford ve McCrae,
2007; Rodriguez-Diaz ve ark., 2008; Contin ve ark., 2010; Erdogan O., 2011).

Rotavirlis yapisi sematik olarak Sekil 1.1.’de gosterilmistir.

VP7

VP2

Viral RNA

Sekil 1.1. Rotaviriis sematik goriintiisii (Dalgig, 2010)
Epidemiyoloji ve prevelans

Hem gelismis hem gelismekte olan diinyada gastroenteritli pediatrik hastalarinin
%25-50’sinin hastaneye yatirilma gerektirdigi belirlenmistir (Estes ve Kapikian,
2007; Bresee, 2008; Anderson E.J., 2010). Kiiresel olarak yaklasik 24 milyon
ayaktan hasta ziyareti, 2,4 milyon hastaneye kabul ve yaklasik 527 bin O6liime;
ABD’de ise 600 000 saglik ziyareti, 55.000-75.000 hastaneye kabul ve yilda 40
6liime neden olmaktadir (WHO; Glass ve ark., 2006; Fishcher ve ark., 2007; Payne
ve ark., 2008; Anderson E.J., 2010).

Rotavirilis gastroenteriti 3-24 aylik ¢ocuklarda daha sik olmakla birlikte her yasta
goriilebilir (Conner ve ark., 1997). Anne siitii ile beslenme yeni doganlarda RV
gastroenteritinden korunmada etkilidir (Angel ve ark., 2008; Erdogan,2011).
Anneden gecen 6zgiil Ig G’ler besinci ayda kayboldugundan rotaviriisler genelde 6
aydan sonra gastroenterite sebep olurlar (Mitchell ve Pickering, 1998; Tanisman
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Isim, 2016). Semptomatik RV ishali en ¢ok cocuklarda 2. ve 3. yilda goriiliir, 4

yasindan sonra neredeyse ¢cocuklarin hepsinde antikorlar olusur.

Rotaviriisler diinya ¢apinda yeni dogan ve kii¢lik ¢ocuklardaki akut gastroenteritlerin
bliyiik kismina sebep olan en 6nemli viriislerden biridir (Lu ve ark., 2015). Cin’de 5
yas alt1 her 100 000 ¢ocugun yaklasik 10-50’sinin 6liimiinden sorumludur (Parashar
ve ark., 2009; Lu ve ark., 2015). Cocuklar rotaviriis ile hayatlar1 boyunca bir¢ok
defa enfekte olabilirler ve neredeyse bes yas alti her ¢ocuk enfekte olmaktadir

(Parashar ve ark., 2006; Rheingans ve ark., 2006; Ozsari ve ark., 2016).

Ik rotaviriis enfeksiyonu yas1 gelismis iilkelerde 14-18 ay iken, gelismekte olan
iilkelerde 6-8 ay oldugu icin gelismekte olan lilkelerde daha siddetli semptom
gosteren hastalik orani gelismis iilkelerden daha yiiksektir (Erdogan,2011). RV
gatroenteriti 1liman iklimlerde kis aylarinda tropikal iklimlerde ise yil boyu
gbzlemlenir (Cook ve ark., 1990). insanda en ¢ok goriilen RV ler: VP7 serotipleri;
G1, G2, G3, G4 ve G9, VP4P serotipleri; 4, 6 ve 8°dir (Yalgn,2006). G1P ise kiiresel

olarak en sik rastlanan serotiptir (Flewett ve ark., 1974).
Rotaviral gastroenteritin patogenezi ve klinik belirtileri

Fekal-oral yolla bulasan RV’lerin ¢ok az miktar1 bile enfeksiyona neden
olabilmektedir ve inkiibasyon siireleri 18-36 saat arasindadir (Erdogan, 2011). Ince
bagirsagin bas kisimlarinda epitele girip ¢ogalir ve villus tahribatina neden olurlar,
villuslar kisalip kiitlesir, lamina propriada lenfosit infiltrayonu olusur. Bu siire¢
birka¢ saat i¢inde ince bagirsagin sonlarindaki hiicrelere kadar yayilir (Mitchell ve
Pickering, 1998; Tamisman Isim, 2016). Rotaviriisle enfekte olan hiicrelerin zar
gecirgenligi artar, Na ve P diizeylerindeki degisiklikler sonucu bu elementlere bagh
besin emilimlerinde sorun olusur ve bu da sivi kaybina neden olur (Ramig, 2004).
NSP4 proteini hiicre i¢gi [Ca'™] konsantrasyonunu arttirir ve hiicre iskeleti
proteinlerinde bozulmaya, sodyum ve sodyuma bagli besin emiliminde azalmaya

sebep olur (Rota ve ark.,2007).

48 saatten az inkiibasyon siiresi sonrasi hafif-orta ates, sulu ishal, kusma goriiliir.
Rotaviriis enfeksiyonlar1 klinik olarak en ¢ok akut ishal belirtisi gosterir ancak

asemptomatik enfeksiyondan oOliimciil dehidratasyona kadar genis spektrum
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gosterebilir (Erdogan, 2011). Kusma genelde 2-3 giin devam ederken akut ishal 4-5
giin devam eder. (Mitchell ve Pickering, 1998; Tanisman Isim, 2016). Her cocuk 5
yas Oncesinde semptomatik/asemptomatik rotaviriis enfeksiyonu gecirir ancak
siddetli hastalik en ¢ok 3-24 aylik cocuklarda gézlemlenmektedir (Conner ve ark.,
1997; Angel ve ark., 2008).

Rotaviriisle ilk enfeksiyon siklikla en siddetlisidir ancak yasam boyunca ¢ok sayida
enfeksiyon goriilebilir (Ansari ve ark., 1988; Anderson ve ark., 2004; Anderson,
2010). Prospektif bir Mekisan toplulugunun, 2 yasina kadar %95’i en az bir
enfeksiyona, %60’1 en az iki enfeksiyona ve %40’tan fazlas1 ili¢ enfeksiyona
yakalanmistir (Velazquez ve ark., 1996; Anderson, 2010). Sonraki enfeksiyonlar
daha az siddetli ve daha sik asemptomatik olmaya egilimlidir (Velazquez ve ark.,
1996; Anderson, 2010).

Malnutrisyonlu ¢ocuklarda hastalik seyri daha agir olabilirken immiin yetersiz
hastalarda karaciger yikimi goriilebilir (Mitchell ve Pickering, 1998; Tanisman Isim,
2016).

Rotaviral enfeksiyona immiin cevaplar

Rotavirilis enfeksiyonuna ve dogal enfeksiyon sonrasi izlenen hastaliklara kars
koruyucu bagisiklik sistemini diizenlemekten sorumlu mekanizmalar tam olarak
anlasilamamistir, 6zellikle zamaninda ve yeterli 6rnek konusundaki kisitlamalara
bagli olarak genc cocuklarda hiicresel immiin cevaplar1 ¢alismak olduk¢a zordur
(Estes ve Greenberg, 2013; Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017). RV’te immiin yanit
hakkindaki ¢ogu bilgi ¢ok c¢esitli hayvan modellerinde ¢alisilmistir ancak en yaygin
olarak fare ve domuz kullanilmistir (Estes ve Greenberg, 2013; Gonzalez-Ochoa ve
ark., 2017). B ve T hiicreleri knock-out farelerin kronik olarak RV ile efekte oldugu
gozlemlenmistir, ayni etkiler B ve T hiicreleri bagisiklik yetmezligi olan ¢ocuklarda
da tanimlanmistir (Williams ve ark., 1998; Chhabra ve ark., 2013; Gonzalez-Ochoa
ve ark., 2017). CD4+ hiicreleri koruyucu uzun siireli hafiza yanitlarinin kurulmasi
icin kritiktir ve RV’ ye o0zgiil Ig A’ larm %90’ min gelistirilmesinde 6nemlidir
(Kuklin ve ark., 2001; Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017). Diger bir yanda CD8+ T

hiicreleri RV reenfeksiyonlarina karst kisa siireli korunma ve birincil RV
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enfeksiyonunun zamaninda sonu¢lanmasi ile iligkilendirilmistir (Jiang ve ark., 2008;
Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017). T hiicreleri yardiminin yoklugunda B hiicreleri
cevabr gozlemlenir, yine de bu cevap vahsi tip fare ile karsilastirildiginda
indirgenmistir ve T hiicreleri RV enfeksiyonuna karsi etkilerini perforin, Fas ve
interferon y yoklugunda gosterebilirler (Gilger ve ark., 1992; Franco ve ark., 1997
Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017). T hiicrelerinin enfeksiyonu B hiicrelerine gore daha
hizli ve etkili sekilde temizleyebildigi goriilmektedir. Baska bir yanda, RV’ler
ozellikle interferon (INF) cevabi olmak iizere dogustan gelen bagisiklik cevabindan
kacinmak i¢in ¢ok sayida mekanizma gelistirmislerdir. NSP1 proteini konak hiicre
bagimli siirecte interferon diizenleyici faktdr IRF3, IRF5 ve IRF7’yi yikmasi
sebebiyle interferon iiretiminin inhibitorli olarak karakterize edilmistir (Arnold ve
Patton, 2011; Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017). NSP1 ayrica B-TrCP’nin yikimi ve
NF«B aktivasyonunun inhibisyonuna aracilik eder (Morelli ve ark., 2015; Gonzalez-
Ochoa ve ark., 2017). Tiim bu etkiler RV susuna ve hiicre tipine baglidir; bazi
hayvan RV NSPI’leri IRF3, IRF5 ve IRF7’yi yikarken insan RV NSP1 proteini
sadece IRF5 ve IRF7’yi yikar ki belki de bu yiizden IFN cevabinin daha az etkili
inhibisyonu ile sonuglanir (Arnold ve Patton, 2011; Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017).
NSP1 ayrica retinoikasit indiikleyici gen I olarak bilinen (RIG-I) yolak diizenleyici
reseptor (sitosolik reseptor), TNF reseptor iligkili faktdr 2 (TRAF2) ve mitokondriyal
antiviral sinyal proteini (MAVS, ayrica IPS-1, VISA ve cardif olarak bilinir) gibi
diger proteinlerin yikimi ile de iliskilendirilmistir. Bu veriler NSPI’in hem
transkripsiyonel (IRF, NFkB) hem de yolak diizenleyici reseptdr (PPR) seviyesinde
dogustan gelen bagisiklik sinyallerini  Onleyebildigini gdstermektedir, ancak
TLR31TRIF yolagi ya da PKR’de onleyememektedir (Broquet ve ark., 2011;
Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017). Diger bir yandan NSP1 etkinligi sayesinde RV erken
apoptozu sunmak i¢in PI3K/Akt yolagimi aktive eder ve ayrica P53’iin
transkripsiyonel azaltilmas ile iligkilidir, sonug olarak erken apoptoz olusur (Bagchi

ve ark., 2010; Bhowmick ve ark., 2013; Gonzalez-Ochoa ve ark., 2017).
Bulagsma ve korunma

Rotaviriisler siklikla insandan insana fekal yol ile bulagmakta olup, ¢evrede uzun

siire canliliklarin1 koruyabildikleri igin virlisle kontamine esyalar da bulagmanin



17

onemli nedenlerindendir. Enfekte bireyler 10 giin boyunca viriis partikiillerini etrafa
yayarlar. Insan elinde uzun siire canli kalabildikleri icin sabun kullanarak el yikamak
bulasmay1 6nlemede etkili bir yoldur (Erdogan, 2011). Sabun ve dezenfektanlara
dire¢ gosterebilen rotaviriisler klor ve klordioksit igceren ¢ozeltilere duyarhdirlar ve
mide asidiyle enfekte edebilme vyeteneklerini kaybetmektedirler — (Mitchell ve
Pickering, 1998; Tanisman Isim, 2016).

Diskinin her graminda yaklasik 101°-10! viral partikiil dokiiliir ki, sadece 10 adet
enfeksiyoz viriis partikiilii bile enfeksiyona sebep olabilir (Anderson ve ark., 2004;
Anderson, 2008; Anderson, 2010). Rotaviriis virionlarinin %401 insan elinde 1 saat
boyunca canli kalabildiginden rotaviriis kolayca iletilebilir (Ansari ve ark., 1988;
Anderson, 2010). Ek olarak bir kres ¢alismasi g¢ocuklarin yarisinin semptomlarin
baslangicindan bir giin 6nce digkilarinda rotaviriis doktiiklerini ve yaklasik %25’ inin
semptomlar sonlandiktan sonra 10 ya da daha fazla giin boyunca rotaviriis dokmeye

devam ettigini 6ne siirmektedir (Pickering ve ark., 1988; Anderson, 2010).

Asilama

Viral patojenlerinin kesfinden bu yana viral gastroenteritin 6nlenmesi i¢in agilarin
gelistirilmesi bir ilgi odagi olmustur. Girisimlerin ¢ogu rotaviriis i¢in giivenli ve
etkili asilar gelistirilmesi tlizerine odaklanmistir. Maymun ve insan rotaviris
suslariin in vitro birlestirilmesi genetik materyalde yeniden cesitlenme, ileri
gelisimler ve 1998°de oral canli tetravalent rhesus rotaviriis asisinin (R RV-TV;
RotaShield® Wyeth Laboratories, Marietta, PA, USA ) ABD lisansi ile sonuglandi.
On lisans ¢alismalar1 herhangi bir rotaviriis ataginin dnlenmesinde %48, hastaneye
yatirtlmanin 6nlenmesinde %70, siddetli hastaliklarin 6nlenmesinde %388 etkili
oldugunu gosterdi (Perez-Schael, 1997; Anderson, 2010). Ne yazik ki R RV-TV
intususepsiyon (bagirsak tikaniklig1) (yaklasik 1/10.000) riskinin artisiyla
iliskilendirildi, bu da R RV-TV’nin 500 000 ¢ocuga yaklasik 1 milyon doz
verildikten sonra ABD pazarindan g¢ekilmesine neden oldu (Murphy ve ark., 2001;
Smith ve ark., 2003; Anderson, 2010). Asir1 risk Oncelikle ilk as1 dozu ile
iliskilendirildi, R RV-TV'nin ilk dozunun daha ge¢ bir yasta (6rnegin 4 yada 6 ay)
alinmasiyla da iligkili olabilir ancak bu durum hala a¢ik degildir (Murphy ve ark.,
2001; Anderson, 2008; Anderson, 2010). R RV-TV'nin lisans sonrasi geri ¢ekilmesi,
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bu agilarla intususeption riskinde kiigiik artislarin olup olmadigmi degerlendirmek
i¢in ag1 iireticilerine yeni rotaviriis as1 adaylarmin kapsamli denemelerini yapmalarini
sagladi. Daha sonra ABD’de ve diinya ¢apinda ¢ogu iilkede iki yeni rotaviriis asisi
lisans aldi. Insan rotaviriisi G1, G2, G3 ve G4 serotiplerinin sigir rotaviriisii
omurgasi ve P serotipiyle birlestirilmesiyle ve de sigir rotaviriisii G serotipinin en
yaygin insan P serotipi (P[8]) omurgasiyla birlestirilmesiyle gelistirilen RVS5
(RotaTeq®, Merckn& Co., Inc., Whitehouse Station, NJ, USA) pentavalent sigir-
insan reassortant oral rotavirlis asisidir. Buna zit olarak RV1 (Rotarix®,
GlaxoSmithKline, Brentford, UK) laboratuvarda zayiflatilmis insan GI1P[§]
monovalent oral rotaviriis asisidir. Her iki as1 da intussusepsiyon riskinde bir artig
olup olmadigim1 degerlendirmek icin baslangicta 60.000’in {izerinde c¢ocukta
calisilmustir (Vesikari ve ark., 2006; Ruiz-Palacios ve ark., 2006; Anderson, 2010).
ABD’de RV5 2006 nin baslarindan beri markette yerini almistir ve lisans sonrasi
verimlilik ve giivenlik verileri mevcuttur. 2008’in ortalarindan beri ABD marketinde

yerini alan RV1 i¢in lisans sonrasi verilere erisim daha azdir.
Tani yontemleri

Rotaviriis sebepli gastroenterit igin standart tedavi rehidratasyon ve destek tedavisi
tizerine oldugundan mikrobiyolojik taniya ihtiya¢ duyulmaz. Bu sebeple rotaviriis
sebepli diyare diger viral diyarelerden agik bir sekilde ayirt edilemez. Ancak
kompleks olgular, uzayan ishal, immiin baskilanmis hastalardan epidemiyolojik veri
toplanmasi gibi elzem durumlarda mikrobiyolojik tan1 konmasi ve kesin tan1 konmus
hastalarda gereksiz antibiyotik kullaniminin 6nlenmesi 6nem arz etmektedir (Y1ilmaz,
2013). RV tanisi i¢in elektron mikroskopisi hizli bir tan1 yontemidir ancak, pratik
degildir (Al-Yousif ve ark., 2001). Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
yontemi elektron mikroskobisi kadar duyarlidir ayn1 zamanda uygulanmasi ucuz ve
kolaydir. Ancak yanlis pozitif sonuglar da bildirilmistir. Lateks agliitinasyon (LA) ise
ELISA’ya gore daha hizli ve ucuzdur (Clark ve ark., 1999; Tanigsman Isim, 2016).
Pratik, kolay elde edilebilen ve kisa siirede sonu¢ veren ELISA yontemi diski
orneklerinden viral antijen saptanmasinda en sik tercih edilen tan1 yOntemidir.
Kaynagin kisith oldugu alanlarda LA yontemi kullanilabilmektedir. Fakat sensivitesi

smnirhidir  (Yilmaz, 2013). Bunun yami sira; RT-PCR (Revers Transcriptase
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Polimerase Chain Reaction), elektron mikroskobi, immiin elektron mikroskobi, viral
genomik RNA saptamak icin poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ve viris kiiltiirti

kullanilan diger yontemler arasindadir (Y1lmaz, 2013).
Tedavi

Rotavirlis gastroenteriti tedavisinde, kusma ve ishalle kaybedilen sivi ve elektrolit
kaybinin yerine konmasi amaglanir. Bu amagla hastaya Oral Rehidratasyon Sivisi
(ORS) verilir. Diinya Saghk Orgiitiiniin &nerdigi ORS formiilii; potasyum (20
mmol/L), sodyum (90 nmol/L), klor (80 nmol/L), glukoz (111 mmo/L) ve sitrat (10
nmol/L) icerir ve osmolaritesi 310 mOsm/L’dir. Ayrica ishal siddetini azaltan ve
stireyi kisaltan probiyotikler de yaygin olarak kullanilmaktadir (Erdogan,2011). Baz1
calismalar hastalik siirecini  kisaltabilecek probiyotiklerden bahsetmektedir.
Lactobacillus GG., Bifidobacterium bifidum ve Streptococcus thermophilus anne

stitliyle beslenen ¢ocuklarda besin takviyesi olarak kullanilabilir.

Oral immunglobulin uygulamasi yalnizca bagka hastalik durumunda ve ciddi
enfeksiyon varsa uygulanmalidir (Pickering ve Cleary, 1998; Tanisman isim, 2016).
Cinko yetersizligi siddetli akut ishalle iliskilendirildigi icin ¢inko takviyesinin
diyarenin siire, siddet ve prevelansini azalttigi; bagirsak hipersekresyonunu
engelleyen ve enkefalinaz inhibitorii olan “racecadotril” kullaniminin da oral
rehidratasyon sivisina ek oOnerildigi bilinmektedir (Eberlin ve ark., 2012; Aydin,
2014). Anne siitiindeki laktoferrin, laktadherin ve IgA’min antiviral o6zellikleri
sebebiyle anne siitii ile beslenen bebeklerin siite devam etmesi gerekir (Erdogan,

2011).
Adenovirisler
Tanim, tarihge ve taksonomi

Altmis yil1 askin siire 6nce, adenoid dokusundan ilk izolasyonlarindan bu yana insan
adenoviriisleri (HAdV’ler) ¢esitli klinik ortamlarda siirekli zorluklar saglamislardir
(Rowe ve ark., 1953; Lion,2014). HAdV’ler baslangigta akut atesli solunum yolu
hastaligi olan askeri isgilerden izole edilmistir ve daha sonra gastroenterit,

meningosefalit, hepatit, keratokonjuktivit, sistit, alt ve 1iist solunum yolu
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enfeksiyonlar1 ve miyokardit gibi ¢ok sayida klinik bulguyla ayn1 zamanda obezite
gibi inflamasyonlu olmayan durumlarla iliskilendirilmistir (Rocholl ve ark., 2004;
Lynch ve ark., 2011; Esposito ve ark., 2012; Shauer ve ark., 2013; de Ory ve ark.,
2013; Chhabra ve ark., 2013; Mameli ve ark., 2013; Lion,2014). Enfeksiyon ajani
olarak koklii rollerine ek adenoviral genom ayni zamanda gii¢lii onkogenler
icermektedir ve belirli viriis tiirlerinin tiimor biiylimesini indiikleme kabiliyeti, farkli
memeli hayvan modellerinde kanitlanmistir (Trentin ve ark., 1962; Javier, 1994;
Hohlweg ve ark., 2004; Lion, 2014). Son otuz yilda ise adenoviriisler iizerindeki
caligmalar yogun bir sekilde onlarin gen dagitim vektorleri olarak gelistirilmeleri

tizerine odaklanmistir (Ahi ve Mittal, 2016).

HAdV’ler diger memeli adenoviriisleriyle birlikte  Adenoviridae ailesi,
Mastadenovirlis genusuna aittirler ve A’dan G’ye isimlendirilen yedi tiire
ayrilmaktadirlar. Su ana kadar hemagulitinasyon ve serum noétralizasyon
reaksiyonlar1 araciligiyla 51 serotipi siniflandirilmistir, ancak son zamanlarda
genomik datalara dayanarak gelisen ve rekombinant viriisleri igeren yeni adenoviriis
tipleri tamimlanmistir. Giintimiizde 60 tipi askin adenoviriis tanimlanmis ve 7 tiir

icinde gruplandirilmistir (LaRosa ve ark., 2015).

Bir dereceye kadar virtislerin sebep olduklar1 enfeksiyonlarin klinik karakteri gruba
ozgiindiir. Ornegin B, C ve E grubuyla enfeksiyonlar genel olarak solunum yolu
hastaliklarina sebep olurken D grubundaki viriisler keratokonjunktivite sebep olurlar
(Rong-Fu ve Chun-Yi, 2013). F subgenusu (tip40 ve 41) enterik adenoviriisleri igerir
ve 2 yas alt1 cocuklarda 6nemli bir gastroenterit ajanidir, daha biiyiik ¢ocuklar ve
yetiskinlerde bu viriisle enfekte olabilir (Logan ve ark., 2006). Hatta belirli bir
serotiple enfeksiyon tipe dzgii bir hastaliga neden olabilir. Ornegin Ad7 ¢ocuklarda
ve askeri iislerde zatiirre etkeniyken, Ad21 ile enfeksiyon bakteriyel zatiireye benzer
klinik tablo gdsterir, AdS ise hafif {ist solunum yolu enfeksiyonuna neden olur (Moro
ve ark., 2009; Rong-Fu ve Chun-Yi, 2013). Bireysel HAdV tiirlerine ait viriisler
birbirleri arasinda niikleotit seviyesinde yiiksek benzerlik gostermektedirler ve diger
tiirlerin liyeleriyle yaygin rekombinasyon yapmazlar. Farkli tiirlere gruplama kismen
genel hiicre tropizmini yansitir ve hastaliklar veya semptomlarla sonuglanir. Bireysel

HAdV tiirlerinin belirli bolgelerdeki enfeksiyonlarla ortak iligkisine oOrnekler;
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gastroenterit (HAdV-F ve-G), zatiirre (HAdV-B, -C ve -E), hepatit (HAdV-C),
meningoensefalit (HAdV-A, -B ve -D), sistit (HAdV-B) ve keratokonjuktuviti
(HAdV-B ve-D) igerir; ancak belirtilen enfeksiyon yerlerinde diger HAAV tiirleri de
ortaya cikabilir (Jones ve ark., 2007; Echavarria, 2008; Robinson ve ark., 2011; Lion,
2014).

Yapisal ve genomik ozellikler

HAdV’ler 70-100 nm c¢apinda zarfsiz viriislerdir. Viriisiin dig protein kabugu 20
ticgen yliz, 30 kenar ve 12 kdseyle birlikte ikozahedraldir ve bu simetrik yap1 viriisiin
biiyiilk hekzon proteinleri tarafindan biiyiikk boliimlerde olusur. Viral kapsid 240
hekzon ve 12 penton igeren 252 kapsomerden olusur. Bes penton baz proteini 12
kosede bireysel kapsomer olusturur, her bir kapsomer trimerik kapsid tepesinden
cikinti yapan degisik boyutlardaki fiber proteinini destekler. Fiber proteinler {i¢
yapisal domain igerir: kuyruk, saft ve topuz. Kuyruk domaini penton bazinin
baglanma bolgesidir. Saft domaini HAdV tipleri arasinda ¢esitli uzunluklar gosterir,
bu da fiberlerin farkli elastikiyetlerini ve konak hiicre integrinleriyle etkilesimde
farkliliklara neden olur. Fiber topuz domaini distal, proteinin C-terminal ucunda
konumlanir ve viriisii birincil konak hiicre reseptoriine baglar (Wang ve ark., 2011;
Robinson ve ark., 2011; Nilsson ve ark., 2011; Trinh ve ark., 2012; Lion,2014).
Adenoviriislerin elektron mikroskobu goriintiisii Resim 1.2.°de, sematik yapisi ise

Sekil 1.2.”de verilmistir.

Resim 1.2. Adenoviriis elektron mikroskobu goriintiisii (Bulut, 2014)
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HAdV’ler ¢ift zincirli, lineer DNA viriisleridir ve genom boyutlar1 34’ten 37 kb’in
tizerine kadar uzanir (Robinson ve ark., 2013; LaRosa ve ark., 2015). Biitiin
HAdV’ler viriislin enfeksiyoz siklusuna karsilik gelen erken, orta ve ge¢ bolgelere
ayrilmig ve transkripsiyon modelini yansitan benzer genom organizasyonunu

paylasirlar.

Genomun erken bolgesi viral replikasyon icin gerekli olan El’den E4’e dort
transkript ailesini icerir. HAdV tiirleri arasinda oldukca c¢esitlilik gosteren E3
transkripsiyon birimi ayn1 zamanda konagin immdiin cevabin1 modiile eden proteinleri
kodlar. Ara genler IX ve [Va2 olarak adlandirilan iki transkript tarafindan sunulur ve
gec bolge olgun virionun iiretiminde bulunan, L1-L5 olarak deginilen bes transkript
ailesi icerir. Ayrica genomlar 5’ ve 3’ sonlarda korunmus dizi motiflerini i¢eren ve

viral replikasyonun baslangici olarak gorev alan ters tekrar bolgeleri (ITR) igerir.

Dahast HAAV tipine bagl olarak genomlar transkripsiyonel organizasyonda bulunan
bir ya da iki tane kodlanmayan viriis-iliskili (VA) RNA genleri icerir ve aralarindan
biri (VA RNA1) microRNA (miRNA) gibi davranabilir (Robinson ve ark., 2011;
Kamel ve ark., 2013; Lion, 2014).
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Sekil 1.2. Adenoviriis Yapisi (Wy Ip ve Qasim, 2013)
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Epidemiyoloji ve prevelans

Tiim HAAV tiirleri kiiresel olarak birlikte sirkiile olurlar, ama baskin tipler iilkeler ve
cografi bolgeler arasinda farklilik gosterir ve zamanla degisir (Lin ve ark., 2004;
Ishiko ve ark., 2008; Ampuero ve ark., 2012; Lion, 2014). Diinya ¢apinda insan
hastaliklariyla iliskileri en yaygin rapor edilen adenoviriisler HAdV-C1, -C2, -C5, -
B3, -B7, -B21, -E4 ve —F41°dir (Lynch ve ark., 2011; Qurei ve ark., 2012; Guo ve
ark., 2012; Yliharsila ve ark., 2013; Tabain ve ark., 2012; Barrero ve ark., 2012;
Lion, 2014). Immiin baskilanmis hastalarda transplant durumunda en g¢ok rapor
edilen adenoviruslerin bazilart HAdV- C1, -C2, -C5, -Al12, -A31, -B3, -B11, -B16, -
B34 ve —B35 dir, ¢cogu vaka iginde C tiirii giiclii bir iistiinliige sahiptir (Leen ve
Rooney, 2005; Madisch ve ark., 2006; Lion ve ark., 2010; Al Qurashi ve ark., 2011,
Lion, 2014).

Bu viriisler diinyanin her yerinde iliman iklimlerde en sik bahar, yaz bas1 ve kis
ortasinda olmak iizere yil asir1 goriiliirler (Santosham, 2002; Djeneba ve ark., 2007;
Dashti ve ark., 2016). Enterik Adenoviriislerin (tip 40 ve tip 41) orami gelismis
tilkelerde %1-8’den gelismekte olan iilkelerde %?2-31’¢ kadar degisir (Djeneba ve
ark., 2007; Meqdam ve ark., 2007; Dashti ve ark., 2016), ancak immiin baskilanmis
hastalarda prevelans oran1 artmaktadir (Leen ve ark., 2005; Dashti ve ark., 2016).

HAdV c¢ocuklarda akut gastroenteritte tipik olarak %0,4’ten %17,6’ya kadar
Olciilmiistiir, gelismekte olan iilkelerde saptama orami gelismis iilkelerdekinden daha
yiiksektir (Akihara ve ark., 2005; Nguyen ve ak., 2007; Shimizu ve ak., 2007; Jin ve
ark., 2009; Ouyang ve ark., 2012; Lu ve ark., 2015).

Adenoviral gastroenteritin patogenezi ve klinik belirtleri

Genelde fekal ve oral yol ile yayilan enterik adeno viriisler gelismekte olan iilkelerde
yeni doganlarda sivi kayb1 ve beslenme bozukluklarina sebep olabilen uzun siireli
diyare ile iligkilendirilirler (Santosham, 2002; Djeneba ve ark., 2007; Chow ve ark.,
2010; Dashti ve ark., 2016). Siklikla 8-10 giinliik inkiibasyon periyodundan sonra
diisiik siddette ates, kusma, abdominal agr1 ve sivi kaybiyla beraber periyodik diyare
goriliir (Santosham, 2002; Wilhelm ve ark., 2003; Dashti ve ark., 2016). Tayvan’da

cocuklarda yapilan bir ¢alismada enterik adenoviriis tip 40 ve 41’in klinik tablosu;
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diyare (%96,9), ates (%54,7), kusma (%45,3), hafif s1v1 kaybi (%43,8), iist solunum
yolu enfeksiyonu semptomlari (%21,9) ve abdominal agr1 (%12,5)’dir (Lin ve ark.,
2000; Dashti ve ark., 2016).

Insan adeno viriisii (human adenovirus-HAdV) RV enfeksiyonlu hastalarla
karsilastirildiginda diger diyare etkenlerinden daha uzun siiren sulu diyare ile
iligkilidir ve kusma belirtili hasta sayist artmaktadir (Lu ve ark., 2015).
Karsilagtirmali bir calismada adenovirlis gastroenteriti, rotaviriis ve astroviris
enfeksiyonlarindan yavas baslangic, az siklikta kusma, hafif ve orta derecede sivi
kaybinda gelisme, abdominal agr1 ve siskinlik ile keskin bir farklilik gostermistir
(Asilova,2012; Dashti ve ark., 2016). Sulu diyare tipik olarak kusmadan 6ncedir ve
adenoviriis gatroenteriti icin hastaneye basvuran cocuklar genellikle rotaviriis

gastroenteritinden daha uzun siiren diyare sergilerler (Dona ve ark., 2015).
Adenoviral enfeksiyona immiin cevaplar

Diger viriislere benzer sekilde HAdV’ler de dogustan gelen ve adaptif bagisiklik
tepkileri ile kontrol edilirler (Guidotti ve Chisari, 2001; Lion, 2014). Gama interferon
(IFN-y), timér nekroz faktorii (TNF), interlokin-1 (IL-1), IL-2 ve makrofaj uyarici
protein gibi antiviral sitokinlerin hizli sekresyonu HAdV tarafindan tetiklenir ve viral
yasam dongiisliniin farkli basamaklarini hedefler, bdylece viriisiin ¢ogalmasini ve
yayilmasint sinirlandirir. Sonrasinda 6zellikle viriisle enfekte olan hiicreleri spesifik
olmayan bir sekilde yok edebilen dogal 6ldiiriicii hiicreler olmak iizere dogal efektor
hiicreler toplanir ve aktiflestirilir (Hogg, 2001; Guidotti ve Chisari, 2001; Lion,
2014). Enfeksiyonla uyarilmis sitokinlerin etkileri HAdV- kodlu E1B 555-kDa
proteini gibi viral iirlinler tarafindan etkisizlestirilir. Bu protein IFN’yi uyarabilen
genlerin transkripsyonunun baskilanmasia aracidir, bdylece viral replikasyonu

kolaylastirir (Chahal ve ark., 2013; Lion, 2014).

[lk savunma hattin1 saglamanin yani sira dogustan gelen bagisiklik sistemi, T ve B
hiicreleri tarafindan araci olunan adaptif bagisiklik sistemi yanitlarinin ¢ogalmasini
ve farklilagmasimi destekler. HAdV’ye 6zgiil T hiicrelerinin olusturulmas: perforin
bagimli bir mekanizma ile enfekte hiicrelerin lizizini kolaylastirir (Heemskerk ve

ark., 2006; Lion, 2014). Cok sayida HAdV tipinin var olmasi1 T hiicrelerine olasi
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hedef sunan antijenlerin ifadesinin son derece polimorfik olmasinin beklenebilecegi

anlamina gelir.

HAdV’lere karsi artirilan CD4 ve CDS8 alt iiyelerini igeren T hiicreleri farkl
adenoviral tiirlerle ¢apraz reaktivite gosterirler (Leen ve ark., 2008; Lion,2014). Bu
gozlem boyle T hiicrelerinin HAdV’nin yapisal bir proteininin amino asit
reziidiilerinin korunmus dizileri tanidigini gosterir (Veltrop-Duits ve ark., 2006;
Lion, 2014). Aslinda en 6nemli immmiinodominant T hiicreleri hedeflerinden biri;
tiim adenoviral tilirlerde ortak olan generik antijenik bilesenleri igeren adenoviral
hekzon proteinidir (Serangeli ve ark., 2010; Lion, 2014). Bu yiizden g¢ocukluk
sliresince adenoviriislere maruz kalmak ve ardindan capraz-reaktif sitotoksik T
hiicrelerinin  olusturulmasinin yetigkinlikte genis HAdV bagisikliina oOnciiliik
ettigine inanilmaktadir (Heemskerk ve ark., 2003; Leen ve ark., 2004; Hutnick ve
ark., 2010; Lion, 2014). Saglikli bireyler siklikla gama interferon sekresyon analizi,
sitokin akis sitometrisi veya MHC sinif 1 multimerlerinin saptanmasi gibi gesitli
metotlarca tanimlanabilen HAdV’ye 6zgiil T hiicreleri tasirlar (Feuchtinger ve ark.,
2005; Serangeli ve ark., 2010; Geyeregger ve ark., 2013; Lion, 2014).

Bulasma ve korunma

Immiin yeterli konaklarda enfeksiyon tipik olarak enfekte bireylere aerosolize
damlaciklarin solunmasi veya direkt konjonktival asilama ile maruz kalinmasi
sebebiyle olusur. Ama gegis fekal-oral yayilma, eglence yerlerindeki sular ya da
musluk suyu ile temas, enfekte doku, hava filtresi ya da ¢evresel yiizeyler sebebiyle
de gozlemlenebilir (Russell ve ark., 2006; Lessa ve ark., 2009; Zhu ve ark., 2009; ;
Soller ve ark., 2010; Wan ve ark., 2012; Matthes-Martin ve ark., 2013; Lion, 2014).
Cocuk bakim iinitelerinde 6zellikle bez degistirme siireci bakicinin ellerine enfekte
fekal materyal ile kontaminasyon bulasmasina sebep olabilir, bu nedenle hijyeni

gelistirmek ¢ok onemlidir (Anderson E.J., 2010).

Viriisiin diisiik pH’da ki stabilitesi tartisma konusudur ama HAdV’ler gastrik ve safra
salgilarina direnglidirler. Bu nedenle diskida yiiksek oranda saptanabilmektedirler
(Matthes-Martin ve ark., 2013; Lion, 2014). Daha ileri olarak HAdV’le nemsiz

cevrelerde bulasici 6zelliklerini birkag hafta sonra bile koruyabilirler ve zarfsiz viriis



26

olduklarindan bircok dezenfektana karsi direncglidirler. Yiizeylerin en az 2 dakika
alkol soliisyonlar1 (%85-90) veya 10 dakika sodyum hipoklorit ile muamelesi
viriisleri inaktif etmek i¢in etkilidir (Rutala ve ark., 2006; Lion, 2014). Yiizeylerin
etkin dekontaminasyonu o6zellikle transplant ve yogun bakim iinitelerinde immiin
supresif hastalara gecisi 6nlemek i¢in her seyden 6nemlidir (Calkavur ve ark., 2012;
Lion, 2014). Hastane ortaminda hastane ya da toplum tarafindan edinilen ekzojen
enfeksiyon, HAdV ile ilgili hastaligin olduk¢a nadir bir nedeni olmasina ragmen,
hematoloji veya transplantasyon servislerinde ve g6z kliniginde enfeksiyonlarin
ortaya ¢ikmasi, kapanmalara neden olarak belgelenmistir (Jalal ve ark., 2005;
Leruez-Ville ve ark., 2006; Mattner ve ark., 2008; Lion, 2014). Korunma &nlemi
olarak sadece sabun ve su ile rutin el yikama uygulamasinin bile diyarel hastaliklar
%40 oraninda azalttigi bulunmustur (Curtis ve ark., 2003; Fewtrell ve ark., 2005;
Luby ve ark., 2005; Anderson, 2010).

Tani yontemleri

Periferal kan, digki, idrar, BAL sivisi, nazofarinjal aspirat ya da tiikiiriik gibi
etkilenen orneklerden HAdV saptanmasina yonelik geleneksel yaklagimlar aslinda
antijen ve viral kiiltiir tespiti i¢in immunofloresan boyamayi kapsar (Ison, 2006; Kim
ve ark., 2007; Echavarria, 2008; Lee ve ark., 2010; Lion, 2014). Bununla birlikte,
duyarliligin smirli olmast ve viral kiiltiir yontemlerinin olduk¢a uzun siirmesi
nedeniyle; rutin klinik tanida bu metotlar genellikle PZR temelli tekniklere dayanan
molekiiler analiz yaklagimlari ile yer degistirmistir (Lankester ve ark., 2002; Lion ve
ark., 2003; Ison, 2006; Lion, 2014). Ust diizey hassasiyet ve 6zgiilliik nedeniyle
molekiiler testler, herhangi bir teshis materyalindeki tiim HAdV tiplerinin esit
derecede etkili sekilde tespit edilmesini kolaylastirmaktadir, PCR deneyleri standart
bir tarama araci haline gelmektedir (Matthes-Martin ve ark., 2011; Lion,2014).

Tedavi

Hastalik kendini smirladigr icin tedavi ig¢in herhangi bir antiviral ilag
bulunmamaktadir. Dehidratasyon nadir ve genelde hafif oldugundan hastalarin
coguna oral rehidratasyon uygulanir. Immiinbaskin tedavi alanlarda adenoviriis

varliginda destek tedavisine ek antiviral ilaclar verilebilmektedir (Oztas, 2014).
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2.2. Viral Etkenlerin Bagirsak Florasi Uzerine Etkileri

Bakterilerin,  disartya atilmamak i¢in mukozaya adezyonu sarttir. Bagirsak
yiizeyindeki bakteriler arasinda siirekli kolonizasyon yaris1 bulunmaktadir. Adezyon
pili veya fimbrialariyla barsak epitelindeki resopterlere tutunmalariyla saglanir.
Patojen bakterilerin bagirsak yiizeyine tutunmasi veya viral etmenlerin epitel
hiicrelere girisi mukozada ve epitel hiicrelerde hasara neden olur, koruyucu
mekanizmalar inhibe olur ve intestinal biitinliikk bozulur. Epitel hasar disinda ishalin
nedenoldugu hizlanmis intestinal gegise de probiyotik kolonizasyonu da olumsuz
etkilenmektedir. Bagirsak florasindaki denge bozulur, probiyotik bakteri gesitliligi
azalir, bagirsak baskin smifi degisir. Diyarede genellikle Lactobacilli, Bacteroides,

Bifidobacteria azalirken fakiiltatif anaeroblar artmaktadir (Tanisman Isim, 2016).
2.3. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi yunanca kokenlidir ve ‘yasam igin’ anlamma gelir. ilk defa
1960’larda kullanilmistir. Probiyotikler yeterli miktarda bulunduklarinda konagin
sagligina yararli aktivite gosteren canli mikroorganizmalardir (Vandenplas, 2016).
Bakteri veya maya olabilirler. En ¢ok kullanilan bakteriyel probiyotikler laktobasiller
ve bifidobakterilerdir. Bunlarin yani sira; Streptococcus spp., Enterococcus spp.,
Propionibacterium spp., Bacillus spp. ve Escherichia coli de probiyotik olarak
kullanilan bakterilerdir. Probiyotik olarak en ¢ok kullanilan maya Sacharomyces
boulardii’dir (Guarner ve ark., 2012; Szajewska ve ark., 2016).

Ideal olarak bir probiyotik cinsi, tiir ve sus adlandirilmasi ile tanimlanmalidir
(Szajewska ve ark., 2016). Probiyotik tiriinler; besin igerigi (yogurt, kefir vs.), ilag¢ ya
da diyete ek (kapsiil, tablet ve toz) olarak ayarlanabilir (Sanders ve ark., 2013;
Szajewska ve ark., 2016). Probiyotiklerin tarihi, Yunan ve Romanlar donemine

kadar uzanmaktadir (Gismondo ve ark., 1999; Huang ve ark., 2016).

Probiyotiklerin etkinligine dair ileri ¢aligmalar ile ¢cok sayida rapor insan sagligi ve
refaht igin probiyotiklerin yararli olduklarmi gostermistir. Ayrica potansiyel
patojenik mikroorganizmalarin sayisini azalttiklar1 ve gastrointestinal siskinligi ve
mide gazimi diistirdiikleri, bagirsak diizenini gelistirdikleri, immiin sistemi ve deri

fonksiyonlarmi gelistirdikleri, sedir agac1 poleni alerjisine direnci arttirdiklari, DNA,
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protein ve yaglar1 oksidatif strese karsi koruduklari ve viicut patojenlerini azalttiklar
rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2015; Martin-Cabezas ve ark., 2016; Gruner ve ark.,
2016; Huang ve ark., 2016).

2.3.1.Probiyotiklerde aranan ozellikler

Ticari olarak {retilebilmeleri i¢in probiyotiklerde aranan ozellikler su sekilde
siralamak miimkiindiir. Bagirsak florasin1 bozmadan patojenlerin iiremesini inhibe
etmelidirler. Konak i¢in karsinojen, patojen ve toksik ozellik gostermemelidirler.
Asidik pH kosullarma dayanabilmeli ve safra tuzlarina karsi direngli olmalidirlar.
Uygun sartlar saglandiginda konakta canli kalabilmeli, bagirsak mukozasina
tutunabilmelidirler. Antimikrobiyal maddeler {iretebilmeli ve bu sekilde diger
patojenlere savasmalidirlar. Besin takviyesi ve gida olarak giivenli sekilde
kullanilabilmeli (Erdogan, 2011) ayrica kolay ve ekonomik bir sekilde
iiretilebilmelidirler (Oner, 2012). Tercihen hangi konakta kullanilacaksa o konak
kaynakli olmali, mide-bagirsak bozukluklarma sebebiyet vermemeli, bagisiklik
sistemini uyarabilmeli ve immiin sistem elemanlarina kars1 dayanikli olmalidir (Alp,

2008).
2.3.2. Probiyotiklerin etki mekanizmasi

Probiyotiklerin insan saglig1 {izerine yararli etkilerini su sekilde siralamak
miimkiindiir, Laktoz intoleransina etkiler, kanser ve alerji onleyici etkiler, serum
kolesterol seviyesini diisiiriicii mekanizmalar, immiin sistemi uyarici ve destekleyici
sistemler, bagirsak enfeksiyonlarini onleyici yetenekler, bagirsak florasini ve
sindirimi diizenleyici mekanizmalar olarak siralanabilir (Alp, 2008; Oner, 2012). Bu
yararli etkileri bagirsakta kolonize olup canliliklarin1 korumaya calisirken konagin
sahip olmadigi, dogal olarak gerceklestirdikleri bazi metabolik aktivitelerle

saglamaktadirlar.

Cizelge 1.2.”de bu etki mekanizmalari, Cizelge 1.3’te ise probiyotik olarak kullanilan

mikroorganizmalar verilmistir.
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Cizelge 1.2. Probiyotiklerin etki mekanizmalar1 (Leroy ve ark., 2008; Seckin ve
Baladura, 2011; Ceyhan ve Alig, 2012; Mehrnia, 2013; Giilel, 2014)

Saghga Yarar Etki Mekanizmasi

Kanser Onleyici Etki

Immiin Sistemin

Diizenlenmesi

Laktoz Sindirimine Katki

Helicobacter pylori
Enfekiyonun

Tedavisi/Korunmasi

Kolonnik Transit Siiresinin

Kisaltilmasi

Kalp hastahklarinin
onlenmesi ve kan kolestrol

seviyesine etki

Alerji
Enterik patojenlere karsi

direng

Mutajenlerin baglanmasi/inhibisyonu

Prokarsinojenlerin aktif karsinojenlere doniistimiiniin inhibisyonu
Prokarsinojeni bakterilerin gelisiminin baskilanmasi
Karsinojenlerin emiliminin azaltilmasi

Immiin fonksiyonlarin arttirilmasi

Safra tuzu konsantrasyonu iizerine etki

Beyaz kan hiicrelerinin fagositik aktivitelerinin arttirtlmasi
Enfeksiyon ve tiimor olusuuna karsi spesifik olmayan savunma
mekanizmasinin giiglenmesi

Antijene spesifik immiin yanita yardim

Ig A iiretiminin artirilmast

Bakteriyel B-galaktosidaz ile laktozun sindirimi

H. pylori inhibitorlerinin tiretimi (laktikasit, bakteriyosinler gibi)

H pylori lireaz aktivitesinin azaltilmasi

Bakteriyel meabolit iiretimi ile peristaltik hareket tizerine etki

Bakteriyel hiicreler araciligiyla kolesteroliin asimilasyonu
Bakteriyel asit hidrolazlari ile safra tuzlarmin dekonjugasyonu
Bakteri duvarina kolestrol baglanmasi

Hepatik kolesterol sentezinin azaltilmasi ve/veya kolesteroliin
bakteriyel kisa zincirli yag asitleri iiretimi ile plazmadan karacigere

tagimasi
Antijenik maddelerin dolagim sistemine geg¢isinin dnlenmesi

Bagirsak flora populasyonlart iizerine etki

Bagirsak  mukozasinda  agregasyon ile diger patojenlerin
baglanmasinin énlenmesi

Bagirsak ortaminin patojenlere uygun olmayan kosullara degisimi
(bakteriyosin, pH, kisa zincirli yag asitleri)

Bagirsak miisin iretimine etki ile patojenlerin tutunmasinin

engellemesi
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Cizelge 1.3. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Salminen ve ark, 1998;
Tokath Demirok, 2014; Szajewska ve ark., 2016)

Mikroorganizma Tiirler

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgarius,

Lactobacillus tiirleri

Bifidobacterium tirleri

Bacillus tirleri

Enterococcus tirleri

Streptococcus tiirleri

Bacteriodes tiirleri

Mayalar

Leuconostoc tiirleri

Propionibacterium tiirleri

Pediococcus tiirleri

Kiifler

lactis, Lactobacillus acidophilus,
gasseri, Lactobacillus cellebious,
delbrueckii, Lactobacillus reuteri,
curvatus, Lactobacillus fermentum,
plantarum, Lactobacillus johnsonii,

salivarus, Lactobacillus helveticus,

Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus

Lactobacillus

brevis, Lactobacillus casei,

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
adolescentis, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
thermophilum, Bifidobacterium animalis

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus,
Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans

Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,

Streptococcus cremoris, Streptococcus thermophilus,
Streptococcus intermedius,  Streptococcus lactis,
Streptococcus diacetilactis

Bacteriodes capillus, Bacteriodes juis, Bacteriodes
ruminicola, Bacteriodes amylophilus

Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsisi
Saccharomyces boulardi

Leuconostoc mesenteroides,

Propionibacteriums shermanii, Propionibacterium
freudenreichii

Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidlactici,
Pediococcus pentosaceus

Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
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2.3.3. Lactobacillus cinsi bakteriler
2.3.3.1.Lactobacillus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Yiiz yetmisi agkin tiir ve alt tiir ile en genis laktik asit bakteri cinsi olan laktobasiller,
Lactobacillaceae familyasindan Lactobacillales takimindaki Bacilli smifinin
Firmicutes boliimiine aittir (De Angelis, 2016). Laktobasiller fakiiltatif anaerob, spor
olusturmayan, gram + bakterilerdir. Bazi tiirleri kokobasil olmakla birlikte genelde
basil seklindedirler. Gelismek i¢in amino asit, peptit, niikleik asit tiirevi vitamin, tuz,
yag asidi veya yag asidi esterleri ve fermente edebilecekleri besin maddelerine
ihtiyaglar1 vardir (Oner, 2012). Ureme sicakliklar1 5-55 °C aras1 degisebilmekte olup
optimum tireme sicakliklar1 30-40 derecedir. Optimum pH’lar1 ise 5,5-6,2 arasindadir
(Giilel, 2014; Tokatli Demirok, 2014). Ayrica %1-3 arasinda laktik asit olusturmak
lizere pH’1 3,2-3,5 e diisiirdiiklerinden aside dayamklidirlar (Oner, 2012). Katalaz ve
oksidaz negatif sonu¢ veren bu bakterilere su ve toprakta hemen hemen hig
rastlanmamaktayken siit ve siit iirlinii ¢alisilan yerlerde, bitkilerde, bitki atiklarinda,
insan ve diger canlilarin bagirsaklarinda rastlanmaktadir (Sahin, 2012; Tokath

Demirok,2014).

Lactobacillus cinsi bakterilerin elektron mikroskobu incelemeleri (Resim 1.3.)
sonucu hiicre duvari, sitoplazmik membran, ribozomlar ve niikleer elementler
(plazmid ve kromozomlar) olmak iizere bes ana kisimdan olustuklar

gozlemlenmistir (Sneath ve ark., 1986; Zoral, 2013).

Resim 1.3.Laktobasillerin elektron mikroskobu goriintiisii (Ghoneum ve Gimzewski,
2014)
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Hicre duvarlar;; 20-40 nm kalinliginda olup N-asetilglikozamil ve N-
asetilmuraminik asit gibi monomerlerden olusan, su ve metabolitleri gegirebilen bir
peptidoglikan tabakaya sahiptir. Ceperlerinde ayrica hiicre duvarinin negatif
yiikiinden ve antijenik karakterinden sorumlu teikoik asit, sekerler, proteinler ve notr
polisakkaritlerin yani sira proteaz enzimler de igerir (Sneath ve ark., 1986; Zoral,
2013).

Sitoplazmik membran; laktik asit bakterilerinin proteinleri kullanabilecekleri
biiyilikliiklere — getirdikleri yerdir ve gerekli enzimleri barindirir. Ayrica

fosfotransferaz enzimlerle aktif tasimada sitoplazmik membranda yapilmaktadir

(Zoral, 2013).

Ribozomlar; laktik asit bakterilerinin ribozomlart 50S biiyiik ve 30S kiiciik iki alt
tiniteden olusan 70S tipindedir. Biiyiik alt birim 5S r-RNA ve 23S r-RNA ve yaklasik
35 c¢esit protein, kiigiik alt birim ise 16S r-RNA ve 25 protein i¢ermektedir.
LAB’larin ayriminda 16S r-RNA’nin degisen ve degismeyen kisimlarindan
yararlanilmaktadir (Sneath ve ark., 1986; Zoral, 2013).Plazmidler; bu bakterilerin
cogu ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal madde iiretiminde rol alan en az bir plazmid
icerir (Sneath ve ark., 1986; Zoral, 2013). DNA’daki %G+C diizeyi 49-51 arasinda
degismekte olan Lactobacillus’larin genom biiyiikliiklerinin 2.0-2.3 Mbp arasinda
oldugu belirlenmistir (Parker, 1983; Ebrahimi, 2013).

2.3.3.2.Lactobacillus cinsi bakterilerin karbonhidrat metabolizmalar:

Laktik asit bakterileri karbonhidrat fermantasyonunda en ¢ok laktik asit tretirler.
Icinde sadece glukoz ve amonyum bulunan besiyerinde gelisemeyen laktik asit
bakterileri ayrica vitaminlerden bazilarina ve amino asitlere ihtiya¢ duyarlar (Tokath
Demirok, 2014). Laktozu fermente etme yetenegi yiiksek olan Lactobacillus’lar
ayrica glukoz, fruktoz, galaktozu da kullanabilir (Krieg ve ark., 1984; Wood ve ark.,
1995; Ebrahimi, 2013).

Laktik asit bakterilerinin glukozu fermente etme yollarina gore iki ana gruba
ayrildiklar1 bilinmektedir; homofermantatif ve heterofermantatif (Drinan ve ark.,
1976; Zoral, 2013).
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Homofermantatif;
CsH1206 > 2 CH3-CHOH-COOH (Laktik asit)
CsH1206 - CH3-CHOH-COOH + CH3-CH2-OH + CO2
Heterofermantatif;
CeH1206 > CH3-CHOH-COOH + CH3-COOH + CO»

Laktobasiller laktozu fermente etme tiplerine gore Betabacterium, Streptobacterium
ve Thermobacterium olmak tizere ii¢ gruba ayrilirlar (Tannock, 1999; Kilig, 2001;
Winn ve ark., 2006; Tokatli Demirok, 2014). Betabacterium grubundakiler son iiriin
olarak laktik asit diginda asetik asit ve diger organik asitleri, CO2 ve etil alkolii
tretirler.  Streptobacterium  grubundaki  laktobasiller hegzoz  sekerinden
fermentasyonla yiiksek oranda laktik asit iiretirlerken, glukoz yoklugunda baz: tiirleri
asetik asit, laktik asit, formik asit ve etil alkol iiretir. Thermobacterium grubundakiler
ise hegzoz sekerinden laktik asit iiretirken pentoz sekeri ve glukonatlar1 fermente

edemezler (Tokatli Demirok, 2014).
2.3.3.3.Lactobacillus cinsi bakterilerin probiyotik olarak 6nemli 6zellikleri

Laktik asit tiretimi

Laktik asit bakterileri tarafindan laktozun yikimi sonucu olusan eksi tatta ve kokusuz
organik asit olan laktik asitler kozmetik, gida ve gida dis1 sanayi, ilag, kimya
sanayileri gibi ¢ok sayida alanda kullanilan 6nemli bir kimyasaldir (Calabia ve
Tokiwa, 2007; Oshiro ve ark., 2009; Sahin, 2012 Zoral, 2013). Laktik asidin L(+)
laktik asit ve D(-) laktik asit olmak iizere iki farkli optik izomeri vardir. L(+) laktik
asitin daha hizli yikima ugramasi ve D(-) laktik asitin yiikksek dozunun insan
viicuduna zararli olmasi sebebiyle L(+) laktik asitin kullanimi1 daha genistir (Sahin,
2012; Zoral, 2013). Fermente siit, et ve bitki tirtinlerinin iretiminde laktik asit tireten
kiiltiirlerin kullanimi ve fermentasyonla laktik asit olusumu sonucu iiriinlerin raf
omri, tadi, kivami, kalitesi, aromasinin iyilestigi, ek olarak laktik asidin keskin
tadinin yogurt lezzetini arttirdigi belirlenmistir (Erbas ve ark., 2006; Hwanhlem ve

ark., 2010; Sahin, 2012). Laktik asit fermentasyonu sonucu olusan organik asitlerin
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tiirleri ve miktarlart tiir, sus, kiiltiir igerigi ve lireme kosullarina bagl degismektedir.
Laktobasil tiirleri kok gruplarindan daha yavas asit iiretirler ama asitli ortamlara
toleranslar1 daha fazladir bu nedenle laktik asit bakterileri arasinda baskin tiir olarak
bilinirler. Ayrica laktik asitin yan1 sira az miktarda da olsa etanol, formik asit, asetik
asit, aromatik maddeler, ekzopolisakkaritler ve bakteriyosinler iirettikleri i¢in pH’in
diismesi, gidalardaki kirliligin azalmasi, mikrobiyal giivenligin artmasi, raf dmriiniin
uzamasinda etkili olurlar (Hwanhlem ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2011; Sahin,
2012).

Hidrojen peroksit (H20») tiretimi

Hidrojen peroksit normalde antibiyotik olmamasina ragmen ortamda yiiksek
seviyede bulundugunda Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ve Clostridium spp.
gibi psikotrofik ve patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmektedir. Bu
sekilde laktik asit bakterileri H2O. iireterek gida bozucu bakterilerin iiremesini
engellemekte ve raf dmrii uzun {irlinlerin iiretimine katki saglamaktadir (Campos ve

ark., 2006; Heravi ve ark., 2011; Sahin, 2012).

Bakteriyosin tiretimi

Bakteriyosinler protein ve peptit yapida, tretimleri yiiksek oranda plazmidler
tarafindan saglanan antimikrobiyal maddelerdir. Ozellikle Streptococcus ve
Lactobacillus olmak iizere biitiin laktik asit bakterilerinde bakteriyosin tretimi
belirlenmistir (Zoral, 2013). Gida sanayinde yiiksek oranda kullanilan Lactobacillus
bakteriyosinlerine; Asidosin 8912, Asidophilusin A, Brevisin, Kazeisin 80, Kurvasin
A, Gasserisin A, Helvetisin J, Helvetisin V-1829, Lactasin B, Lactasin F, Lactasin A,
Laktosin 27, Laktosin S, Plantarisin A, Plantarisin B, Plantarisin S, Plantarisin T,
Reuterisin 6, Reutrisiklin, Reuterin, Sakasin A ve Sakasin P 6rnek verilebilir (Settani

ve Corsetti, 2008; Uymaz, 2009).

Lactobacillus cinsi bakterilerin antibiyotiklere direncleri

Laktobasillerin probiyotik 6zellik gosteren tiirleri hidrojen peroksit, yag asitleri,
asetik asit, bakteriyosin ve laktik asit gibi antimikrobiyal maddeler {ireterek

bagirsakta istenmeyen organizmalarin lireme hizin1 kontrol ederler ve bagirsak
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mikroflorasinin dengesinde 6nemli rol oynarlar (Ljungh ve Wadstrom, 2009; Sahin,
2012). Bu dengeyi iirettikleri laktik asit ve asetik asit gibi maddelerin mide bagirsak
yolundaki pH’y1 diislirmesi sonucu patojenlere kars1 bakterisidal veya bakteriostatik
Ozellik gostererek saglarlar (Sahin, 2012). Bakterilerin bagirsakta hayatta
kalabilmelerinde besinle veya ila¢ kullanimiyla gelen antibiyotiklere direng
gosterebilmeleri onemli bir faktordir. Yapilan bazi calismalarda Lactobacillus
tiurlerinin  genel olarak kanamisin, siprofloksasin, gentamisin, sefoksitin,
streptomisin, teikoplanin, vankomisin, kotrimoksazol, efoksitin ve penisiline karsi
direncli olduklar1 gozlemlenmistir (Danielsen ve ark., 2003; Delgado ve ark., 2007;
Sahin, 2012). 67 saglikli bebekte yapilan baska bir ¢aligmada izole edilen bazi
Lactobacillus suslarinin (L. gasseri, L. crispatus, L. paracasei, L. salvarus, L.
fermentum) ampisilin, amoksisilin, tetrasiklin, eritromisin, sefalotin, kloramfenikol
ve rifampisine duyarliyken, vankomisin ve Dbasitrasine  direngli olduklar
belirtilmistir (Kirtzalidou ve ark., 2011; Tokatli Demirok, 2014). Delgado ve ark.
(2005) ise insandan izole ettikleri L. acidophilus, L. rhamnosus ve L. brevis’in bazi
suglarinin  klindamisin, vankomisin ve eritromisine direng gosterdiklerini tespit

etmistir (Tokatli Demirok, 2014).

Epitel viizeve tutunmalari, EPS iiretimleri ve agregasyon yetenekleri

Probiyotik bakterilerin en 6nemli 6zelliklerinden biri bagirsak yiizeyine adezyon
yetenegidir. Ekzopolisakkarit (EPS) bakterilerin ylizeyindeki ekzoselliiler polimerdir
ve probiyotiklerde EPS iiretimi bagirsak yiizeyine kolonizasyonun devam edebilmesi
icin 6nemlidir. EPS {iretiminin kolonizasyonu saglamak disinda kolesterol diisiiriicti
ve immiin sistemi uyaricit etkisi de vardir (Sahin, 2012). Yapilan bir ¢alismada
Lactobacillus suslarindan en ¢ok L. panis, L. acidophilus, L. frumenti, L. reuteri, ve
L. pontise’nin EPS iirettigi gozlemlenmistir (Tieking ve ark., 2003; Sahin, 2012).
Adezyon yetenegini saglayan hiicre duvari bilesenlerine 6rnek olarak teikoik asit ve
lektin verilebilir (Ambrosini ve ark.,, 1998; Zoral, 2013). Laktobasillerin
tutunmasinda lipotekoik asidin etkili oldugu ve farkl tiirleri arasinda farkli tutunma

ozellikleri oldugu gozlemlenmistir (Sahin, 2012).

Adezyonun yaninda Lactobacillus spp. tiirlerinin agregasyon yeteneklerinin diger

patojen mikrooranizmalarin kolonizasyonunu engelledigi bilinmektedir (Tokatl
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Demirok, 2014). Agregasyon toplanma ya da kiimelesip bir araya gelmedir.
Agregasyon iki farkli tiire ait bakterilerin birbirine tutunmasi olan koagregasyon ve
ayni tiiriin kendi iginde tutunmasi olan otoagregasyon olarak ikiye ayrilabilir ve
Lactobacillus tiirlerinin agregasyon/koagregasyon yetenekleri ve tutunma yetenekleri
arasinda anlamli bir iliski oldugu sdylenmektedir (Collado ve ark., 2008; Sahin,

2012).

Kolesterol giderimi

Kolesterol tiim hiicre zarlarinin bilesenidir ve safra tuzlari, D vitamini ve steroid
hormonlarin Onciilidiir. Yiyeceklerden de alinir viicut tarafindan da sentezlenir.
Kolesterol safra icine alinarak atilmak iizere bagirsaga tasinir. Bagirsaktaki
kolesteroliin bir mikar1 atilmadan bakterilerce indirgenmis tlirevleri olan koprostanol
ve kolestanole degistirilir (Mehrnia, 2013). Lactobacillus spp. tiirlerini igeren
probiyotik irilinlerin kandaki yiiksek kolesterolii azalttifina dair pek ¢ok calisma
yapilmistir (Tokatli Demirok, 2014). Bakterileri bunu saglamak icin safra tuzu
hidrolaz (BSH) enzimini kullanir ve safra tuzlarmi dekonjuge ederler. Bu
dekonjugasyon kolesteroliin bagirsaktan daha az emilimine yol agar, karacigere
donen safra asidi miktarini1 azaltir ve bu sekilde karacigerdeki safra tiretimini arttirir.
Bagirsakta meydana gelen asidik ortamla kolesteroliin ¢okeldigi ve serum kolesterol
seviyesinin azalmasma yardim ettigi diisliniilmektedir (Corzo ve Gilliland, 1999;

Mehrnia, 2013).

Yararlar1 ve kullanim alanlari

Karbonhidrat ve pirlivat metabolizmalari, proteoliz ve amino asit katabolizmasi gibi
yolaklar gida biyoteknolojisinde ¢ok dnemlidir (Gobbetti ve ark., 2005; Giraffa ve
ark., 2010; De Angelis, 2016). Fermente gidalarin tat, doku ve besin degerlerine
katkida bulunan diger metabolik aktivitelerin yani sira laktik asit fermentasyonu
stiresince olan rastgele asidifikasyon, bozulmay1 6nler ve gidanin raf dmriinii uzatir
(Gaspar ve ark., 2013; De Angelis, 2016). Geleneksel olarak laktobasilli fermente
slit, maya, et, sebze ve fonksiyonel yiyeceklerin liretiminden sorumludur ve biyoaktif
bilesenlerle antimikrobiyalleri sentezlemek i¢in ya da probiyotik olarak kullanilirlar

(Gobbetti ve ark., 2005).
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Son on yildir mikrobiyal genomlari, proteomlari ve metabolomlart ¢éziimlemek ile
mikroplar arast ve/veya mikroplarla-insan ve hayvan hiicreleri arasi gerceklesen
metabolik etkilesimleri belirlemek i¢in yiiksek verimli teknolojilerin kullanimi;
laktobasillerin yiiksek degerli metabolitlerin {iiretilmesi i¢in bir hiicre fabrikasi

oldugu iddiasinda temel alinir (Gaspar ve ark., 2013).

Giiniimiize kadar Lactobacillus suslarinin genomik dizilemesi i¢in 6nemli gelismeler
gerceklestirilmistir (Kasim 2015), 78 laktobasil genomu tamamen dizilenmistir ya da
genom dizilemeleri devam etmektedir (De Angelis, 2016). Lactobacillus spp.
suglarinin genomlart 1,8 ve 3,3 mb arasinda uzanir, Lactobacilli tarafindan isgal
edilen ¢ok c¢esitli nis bunu diislindiirmiistiir (sebze ve meyveler, tahillar, siit ve et

tirtinleri, insan ve hayvan mikrobiyotasi).

Karsilagtirmali genom analizlerinin gosterdigine gore spesifik nislere adaptasyon
metabolik sadelestirmeye egilim ile iliskilidir (Cai ve ark., 2009; Goh ve ark., 2009).
Cogunlukla insan veya hayvan gastrointestinal sisteminde bulunan tiirler (6rnegin;
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii) midenin sag kalimimna katkida
bulunan ve intestinal mukoza 1ile etkilesimi diizenleyen genetik 06zellikler
gostermislerdir. Bunun aksine degisik nislerden izole edilen tiirler (Ornegin;
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rossiae ve Lactobacillus rhamnosus) en
biiyiilk kromozom boyutuna sahiptir ve genis sayida diizenleyici ve tasiyici
fonksiyonlart igerir (Plumed-Ferrer ve ark., 2008). Laktobasil genomik 6zellikleri
hakkindaki bilgiler, tiir ve/veya sus 6zgiin 6zelliklerinin tanimlanmasini kolaylastirir,

ancak metabolik aktiviteleri ayrica ¢evre tarafindan uygulanir.

Laktobasil sikg¢a yapisal ve tasiyict protenlerin, enzimlerin ve diger metabolik
proteinlerin yolaklarinin degisimini uyaran kimyasal ve fiziksel ¢evre degisimlerine
maruz kalir (De Angelis, 2016). Genetik bilgi mikrobiyal potansiyelin gostergesi
iken ¢evresel baski ve protein sentezi arasinda bag kuran fonksiyonel proteomik,
gelismis fermentasyonlar ve probiyotik formiilleri i¢in sirastyla 6zel gida matrisleri
ve insan uygulamalari hedefleyen stratejiler dizayn etmeye olanak tanir (Plumed-
Ferrer ve ark., 2008). Ticari amagla yaygin olarak kullanilan bazi Lactobacillus spp.

suslar1 Cizelge 1.4.’te verilmistir.
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Cizelge 1.4. Ticari olarak kullanilan Lactobacillus suslari (Giilel, 2014)

Probiyotik suslar Uretici

Lactobacillus fermentum Urex, Kanada
Lactobacillus johnsonii Nestle, Isvicre
Lactobacillus plantarum Probi AB, Isveg
Lactobacillus reuteri BioGaia, Isvec
Lactobacillus rhamnosus Valio, Finlandiya
Lactobacillus rhamnosus Urex, Kanada

Lactobacillus rhamnosus Probi AB, Isveg
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanin yeri

Bu arastirma Hitit Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Mikrobiyoloji ve
Biyoteknoloji / Biyokimya Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.1.2. Orneklerin temini

Arastirmada kullanilan gastroenterit tanisi konmus pediatrik hastalarin  gayta
ornekleri 1 Eylil 2012 ve 31 Agustos 2013 tarihleri arasinda Samsun Ondokuz
Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun (2012/87) karariyla elde edilmistir.
Ornekler Hitit Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Laboratuvarinda -80°C’de muhafaza edilmistir. Laboratuvarimizda yapilan 6nceki
calismalarda ELISA yontemi ile Rotaviriis pozitif belirlenen 18 adet, Adenoviriis
pozitif belirlenen 17 adet, hem Adenoviriis hem de Rotaviriis pozitif belirlenen 2 adet
ve negatif olarak belirlenen 14 adet olmak tizere toplam 51 6rnek segilerek galisma
yiritilmistir. Calismamizda Lactobacillus plantarum DSM 20174  susu

karsilastirma amaci ile kullanilmistir.
3.1.3. Arastirmada kullanilan besiyerlerinin hazirlamsi

52,2 g/l tartilan MRS Broth (Merck) besiyeri distile su ile 1 Lt’ye tamamlanmistir.
pH metrede pH’1 6,8 = 0,02 ayarlanmis ve 5 ml’lik deney tiiplerine boliinmiistiir.
MRS Agar besiyeri hazirlamak i¢in %]1,5 olacak sekilde agar agar eklenmistir ve
besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Lactobacillus spp izolasyonu ve muhafazasi

Orneklerden laktobasil suslarinin izolasyonu igin kiiltiir yontemi kullanilmistir. MRS
Broth (pH:6,8+0,02) besiyerine 2 paralel olmak iizere %10 PBS ile sulandirilmig
gayta orneklerinden 100 pl ekilip, 37°C’de, anaerobik ortamda 24 saat inkiibasyona

birakilmistir.  Anaerobik ortam Anaerocult® C (Merck) kiti ile saglanmistir.
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Inkiibasyon sonras1 aktiflestirilen kiiltiirlerin preparatlar1 hazirlamip gram boyama
yontemi ile mikroskobik olarak incelenmistir. Gram pozitif basil ve kokobasil
gozlemlenen Kkiiltiirlerden MRS Agar (pH:6,8+0,02) besiyerinde ¢izgi ekim
yapilmistir ve 37°C’de, anaerobik ortamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Cizgi
ekim yapilan petrilerden laktobasil morfolojisine benzer morfoloji gosteren koloniler
secilerek MRS Broth besiyerine aktarilmistir. 37°C’de, anaerobik ortamda 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi aktif kiiltiirlerin preparatlar1 hazirlanip
gram boyama uygulanarak mikroskop altinda incelenmistir ve gram pozitif basil ve
kokobasil morfolojisindeki saf suslar stok alinmak tizere 2. aktiflige alinmustir.
37°C’de, anaerobik ortamda 16-18 saat inkiibasyona birakilan kiiltiirlerin gram
boyama uygulanan preparatlarinin mikroskobik inceleme sonucu saf olanlari stoga
alimmustir. Stoga almak i¢in aktif kiiltiirlerden 400 pl alinip otoklavda steril edilmis
600 pl gliserol igeren ependorf tiiplerine eklenmis ve vortekslenmistir. Ependorflarin

agizlar1 parafilmlenip -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.2. Lactobacillus spp. identifikasyonu
3.2.2.1. Klasik identifikasyon

Lactobacillus suslariin identifikasyonu i¢in klasik ve biyokimyasal identifikasyon
yontemlerinden yararlanilmigtir. Bakterilerin koloni morfolojisi gozlemlenmis, gram

boyamaya tepkileri ve mikroskop morfolojilerine bakilmstir.
3.2.2.2. APl testi

Klasik identifikasyon yontemleri disinda izole edilen Lactobacillus spp. cinsi
bakterilerin identifikasyonlar1 igin API 50 CH (API Sistem, Bio-Merieux, France)

testi uygulanmastir.

Bu test igin kullanilan API kitleri bakteriye 6zgiindiir. API® 50 CH/CHL (API
Sistem, Bio-Merieux, France) laktik asit bakterilerinin  karbonhidrat
metabolizmalarmi belirlemek igin kullanilan bir sistemdir. API® 50 CH seritleri 1’i
kontrol (substratsiz) 49’u substrat iceren 50 mikrotiip igerir. Bu substratlar
karbonhidrat ailelerine ve heterosidler, polialkoller ve uronik asitler gibi tiirevlerine

aittir. AP1® 50 CH icerigi cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. API® 50 CH test igerigi

Mikrotiip ~ Karbonhidratlar

0 - Kontrol

1 GLY Gliserol

2 ERY Eritritol

3 DARA D-Arabinoz

4 LARA L-Arabinoz

5 RIB D-Riboz

6 DXYL D-Ksiloz

7 LXYL L-Ksiloz

8 ADO D-Adonitol

9 MDX Metil-BD-Ksilopiranosit
10 GAL D-Galaktoz

11 GLU D-Glukoz

12 FRU D-Fruktoz

13 MNE D-Mannoz

14 SBE L-Sorboz

15 RHA L-Rhamnoz

16 DUL Dulsitol

17 INO Inositol

18 MAN D-Manitol

19 SOR D-Sorbitol

20 MDM Metil-aD-Mannopiranosit
21 MDG Metil-aD-Glukopiranosit
22 NAG N-Acetilglukozamin

23 AMY Amigdalin

24 ARB Arbutin

25 ESC Eskulin

26 SAL Salisin
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Cizelge 3.1. API® 50 CH test igerigi (Devam)

Mikrotiip  Karbonhidratlar

27 CEL D-sellebiyoz

28 MAL D-Maltoz

29 LAC D-Laktoz (sigir kokenli)
30 MEL D-Melibiyoz

31 SAC D-Sakkaroz (siikroz)

32 TRE D-Trehaloz

33 INU Inulin

34 MLZ D-Melezitoz

35 RAF D-Raffinoz

36 AMD Amidon (nigasta)

37 GLYG Glikojen

38 XLT Ksilitol

39 GEN Gentiobioz

40 TUR D-Turanoz

41 LYX D-Liksoz

42 TAG D-Tagatoz

43 DFUC D-Fukoz

44 LFUC L-Fukoz

45 DARL D-Arabitol

46 LARL L-Arabitol

47 GNT Potasyum glukonat

48 2KG Potasyum 2-ketoglukonat
49 5KG Potasyum 5-ketoglukonat

Iki kere aktiflestirilmis kiiltiirler 3000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmis ve peletler 2 ml
steril besiyerinde ¢oziilmiistiir. Bu kiiltiirlerden API kitindeki 2 ml’lik mediumlara

eklenmistir. Yogunluk 2 ml’lik mediumdan 5 mI’lik mediuma yavas yavas eklenerek
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2 McFarlanda gére ayarlanmustir. Eklenen miktar dl¢iilmiistiir. Olgiilen miktarin 2
kat1 kadar miktar indikatorlii 10 ml’lik mediumlara eklenmis vortekslenmistir.
Yogunlugu ayarlanan indikatorlii mediumdaki kiiltiirler kuyulara ekilmis, anaerobik
ortamda 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. 24. ve 48. saatlerde renk

degisimleri gézlemlenmistir.
3.2.3. Probiyotik o6zellik tayini

izole edilen ve identifikasyonlar1 yapilan laktobasil suslarinin probiyotik
Ozelliklerinin incelenmesi igin ¢esitli biyokimyasal testlere bagvurulmustur. Bu
amagla; safra tuzlaria direng, farkl asidik ortamlara direng, EPS {iretiminin 6l¢limii,
cesitli patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite tayini ve antibiyotiklere karsi direng

testleri uygulanmaistir.
3.2.3.1. EPS iiretimi tayini

EPS iiretim tayininde Valerie ve ark. (1999)’nin metodu kullanilmistir. Aktif
Lactobacillus spp. suslarinin 600 nm dalga boylu spektrofotometride OD degerleri
0,600’e ayarlanmis ve MRS besiyerine %2 oraninda ekilerek 37°C’de anaerobik
ortamda 24 saat inokiile edilmistir. 24 saat sonra aktif kiiltiirlerden 1 ml steril
ependorflara almmustir. 96°C° de 10-15 dk kaynatilmis ve daha sonra oda sicakligia
ininceye kadar sogumaya birakilmistir. 1 ml 6rnek iizerine ylizde 17 oraninda
%85’lik TCA eklenmis 13 000 rpm’de 25 dk santrifiij edilmistir. Slipernatantlar yeni
ependorflara alinmis ve esit hacimde etanol eklenerek tekrar santriflij edilmistir.
Peletlerin tizerine 2. kez etanol eklenerek Ornekler ¢oziinmiistiir. Cozlinen Ornekler
presipite edilmek igin tekrar santifiij edilmistir. Presipite ornekler 1ml d H>O’da
¢oziilmiis ve EPS miktarinin belirlemesi i¢in Dubois ve ark. (1956)’nin fenol-siilfirik

asit metodundan yararlanilmistir.

Fenol-siilfirikasit metodu

Orneklerin iizerine 0,5 ml fenol ve 5 ml saf siilfirik asit eklenmis ve 10 dk oda
1sisinda bekletilip iyice karistirilmistir. Karistirilan &rnekler 30°C’de 15-20 dk
bekletilmis optik yogunluklari 490 nm’ye ayarli spektrofotometrede Sl¢lilmiistiir.
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EPS {ireti miktarin1 belirlemek i¢in 5-100 mg/L arasinda degisen glikoz ¢ozeltileri

kullanilarak standart egri ¢ikarilmistir.
3.2.3.2. Asitlige direng dl¢iimii

Laktobasillerin asidik ortamda {ireme miktarlarinin belirlenmesi i¢in pH:2, pH:3,
pH:6,8 (kontrol) ve pH:8 ayarlanan MRS besiyerleri hazirlanmistir. iki kere
aktiflestirilmig Lactobacillus spp. suslart (ODs00=0,600 ayarlanarak) paralelli olmak
lizere farkli pH’lardaki 5 ml’lik MRS besiyerlerine %2 oraninda ekilmis ve 37°C’de
anaerobik ortamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra kiiltiirlerin

yogunlugu 600 nm dalga boyuna ayarlanmis spekrtofotometrede 6l¢iilmiistiir.
3.2.3.3 Safra tuzlarina direng olgtimii

Probiyotikler i¢in karacigerden gelen safra tuzlarina direng gosterip bagirsakta
tutunmaya devam edebilmek dnemli bir kriterdir. Izole edilen suslarin safra tuzlarina
direnglerinin belirlenmesi i¢in %0 (kontrol); %0,15, %0,2 ve %0,3 safra tuzu igeren
MRS besiyerleri hazirlanmis, iki kere aktiflestirilmis Lactobacillus spp. suslari
(ODe00=0,600 ayarlanarak) paralelli olarak farkli safra konsantrasyonlarindaki 5
ml’lik MRS besiyerlerine %2 oraninda ekimistir. 37°C’de 24 sa anaerobik

inkiibasyon sonrasi kiiltiirlerin yogunlugu spekrtofotometrede (600 nm) 6l¢iilmiistiir.
3.2.3.4. Antibiyotik direng testleri

Disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Iki kere aktiflestirilmis Lactobacillus spp.
kiiltirlerinin 600 nm dalga boyunda OD degerleri 0,600’¢ ayarlanmistir.
Kiiltiirlerden Miiller-Hinton Agar besiyerlerine 100°er pl yayma ekim ile paralelli
olarak ekilmis ve antibiyotik diskler (penisilin G, vankomisin, kloramfenikol,
azitromisin, tetrasiklin, ampisilin, gentamisin, klindomisin, eritromisin, amikasin)
yerlestirilmistir. 37°C’de 24 saat anaerobik inkiibasyon sonrasi olusan inhibisyon

zonlarinin gaplar1 lgiilmiistiir.
3.2.3.5. Antimikrobiyal aktivite tayini

Suslarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi icin disk difiizyon yontemi

kullamlmustir. Iki kere aktiflestirilmis Lactobacillus spp. suslar1 ve E.coli (ATCC
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25922) kiiltiirlerinin 600 nm’de OD degerleri 0,600’¢ ayarlanmistir. E.coli kiiltiirti
Miiller-Hinton Agar besiyerlerine yayma ekim ile 100 pl paralelli olarak ekilmis ve
Watmann No:4 filtre kagitlarindan hazirlanan steril diskler yerlestirilmistir. 15 pl
Lactobacillus spp. suslar1 hazirlanan steril disklere ekilmis ve 37°C’de 24 saat
anaerobik ortamda inkiibasyona birakilmigtir. 24 saat sonra inhibisyon zon gaplari

Olgiilmiistiir.
3.2.4. istatistiksel analiz

Tiim calismalarda iki farkli paralelin ortalamas1 verilmistir. Istatistiksel analizlerde
SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago) programi kullanilmistir. One-way ANOVA
korelasyonuna gore, suslarin EPS tiretimi-farkli pH’lara direng, EPS iiretimi- safra

toleransi arasindaki iliski aragtirilmigtir.



4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1.Gayta Orneklerinden Lactobacillus spp. izolasyonu

Bu ¢alisma kapsaminda Lactobacillus spp. izole edilmek amaciyla 14°i viral negatif,
18’1 Rotaviriis pozitif, 17°s1 Adenoviriis pozitif ve 2’si hem Rotaviriis hem de
Adenoviriis pozitif olmak lizere 51 adet gastroenterit tanis1 konmus 0-5 yas arasi
cocuk gaytasi kullanilmistir. 51 6rnekten toplam izole edilen sus sayist 7°dir. Bu
suslarin 1 tanesi viral negatif hastalardan, 6 tanesi rotaviriis pozitif hastalardan izole

edilmistir. Izole edilen temiz suslar Cizelge 1.4’te verilmistir. Adenoviriis pozitif

orneklerden Lactobacillus spp. izole edilememistir.

Cizelge 4.1. izole edilen saf suslarmn kodlari

Ornekler

Viral ajan varhg

66a
87a
87b
182a
182b
183a
209a

Negatif
Rotaviriis pozitif
Rotaviriis pozitif
Rotaviriis pozitif
Rotaviriis pozitif
Rotaviriis pozitif

Rotaviriis pozitif

4.2 izole Edilen Suslarim Isik Mikroskobu Ve Koloni Gériintiileri

Resim 4.1. HL-66a susunun 11k mikroskobu (sol) ve koloni goriintiisii (sag)



Resim 4.4. HL-182a susunun 151k mikroskobu (sol) ve koloni goriintiisii (sag)
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Resim 4.7. HL-209a susunun 151k mikroskobu (sol) ve koloni goriintiisii (sag)
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4.3.1zole Edilen Suslarin APl 50 CH identifikasyon Sonuclar

49

API 50 CH testi uygulanan 7 Lactobacillus spp. susunun test sonuglar1 (Cizelge 4.2),

0., 24. ve 48. saatlerdeki renk degisimleri (Cizelge 4.3) ve identifikasyon sonucu

(Cizelge 4.4) asagidaki verilmistir.

Cizelge 4.2. API test sonuclari

Mikrotiip Karbonhidrat 66a 87a 87b 182a 182b 183a 209a
0 - - - - - - - -
1 GLY - = + - - - -
2 ERY - - - - - - -
3 DARA - - - - - - -
4 LARA + + L= aF + + aF
5 RIB + + + + + + +
6 DXYL - - - - - - -
7 LXYL - - - - - - -
8 ADO - - - - - - -
9 MDX - - - - - - -
10 GAL + + + + + + +
11 GLU + + + + + + +
12 FRU + + + + + + +
13 MNE + + + + + + +
14 SBE - - = = - - -
15 RHA - - - - - - +
16 DUL - - - - - - -
17 INO - - - - - - -
18 MAN + + + + + + +
19 SOR + + + + + + +

+ pozitif, - negatif, + yalanci pozitif



Cizelge 4.2 . API test sonuglar1 (devam)

Mikrotiip Karbonhidrat 66a 87a 87b 182a 182b 183a 209a

20 MDM + A e + A A +
21 MDG e A A = = A +
22 NAG + + + + + + +
23 AMY + + + + + + +
24 ARB + + + + + + +
25 ESC = = - - = = =
26 SAL + + + + + + +
27 CEL + + + + + + +
28 MAL + + + + + + +
29 LAC + + + + + + +
30 MEL + + + + + + +
31 SAC + + + + + + +
32 TRE + + + + + + +
33 INU = - - - - = +
34 MLZ + + + + + + +
35 RAF + + - + + + +
36 AMD e - - - - - -
37 GLYG e - - - - - -
38 XLT 4 - . = - - -
39 GEN + 4 + £ EE + EE
40 TUR + A A + A A +
41 LYX - - + - - - -
42 TAG - aF aF + - + +
43 DFUC - - - - - = =

+ pozitif, - negatif, + yalanci pozitif
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Cizelge 4.2. API test sonuglar1 (devam)

Mikrotiip Karbonhidrat 66a 87a 87b 182a 182b 183a 209a

44 LFUC - - - - - - -
45 DARL - - - - - - -
46 LARL - - - - - - -
47 GNT E= = - e E= = 4
48 2KG - - - - - - -
49 5KG - - - - - - -

+ pozitif, - negatif, + yalanci pozitif

API testi sonucu kuyularda olusan sar1 renkler ekilen susun renk degisimi olan
mikrotiipteki substrati fermente edebildigi sonucunu vermektedir. Sar1 renk
degisimi pozitif (+), ara renk degisimi yalanci pozitif (£) ve renk degisiminin

olmamasi negatif (-) sonug olarak degerlendirilmistir.

Resim 4.8. HL-66a susunun 0., 24., ve 48. saatlerdeki renk degisimleri
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Resim 4.9. HL-87a susunun 0., 24., ve 48. saatlerdeki renk degisimleri

Resim 4.10. HL-87b susunun 0., 24., ve 48. saatlerdeki renk degisimleri
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Resim 4.11. HL-182a susunun 0., 24., ve 48. saatlerdeki renk degisimleri

Resim 4.12. HL-182b susunun 0., 24., ve 48. saatlerdeki renk degisimleri



Resim 4.13. HL-183a susunun 0., 24., ve 48. saatlerdeki renk degisimleri

Resim 4.14. HL-209a susunun 0., 24., ve 48. saatlerdeki renk degisimleri

API 50 CH testi sonunda elde edilen veriler APl Web yazilimi kullanilarak analiz
edildi. Yedi susun da identifikasyon sonucu Lactobacillus plantarum olarak

belirlendi. Benzerlik yiizdeleri Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.3. API sonuglar1

Suslar API sonuglar (% Benzerlik oranlari)
66a Lactobacillus plantarum (%99,9)
87a Lactobacillus plantarum (%99,8)
87b Lactobacillus plantarum (%98,9)
182a Lactobacillus plantarum (%99,9)
182b Lactobacillus plantarum (%99,9)
183a Lactobacillus plantarum (%99,9)
209a Lactobacillus plantarum (%99,3)

4.4.1zole Edilen Suslarin Probiyotik Ozellikleri
4.4.1. izole edilen suslarin EPS iiretim miktarlarmmn o6l¢iimii
EPS iiretim miktar1 6lgtimiinde kullanilan olan glikoz standart egrisi (Sekil 4.1) ve
orneklerin EPS tiretimleri (Cizelge 4.4) asagida verilmistir.
EPS standardi
0,08

0,07

v#0,0121x

R*=0,9951
0,06 ’

0,05
0,04
0,03
0,02

0,01

5mg/L  15mg/L 30 mg/L 55 mg/L 75 mg/L 100 mg/L

Sekil 4.1. Glikoz standartlar1 egrisi



Cizelge 4.4. Lactobacillus spp. suslarm EPS Uretim miktarlar:

Suslar

EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)

. plantarum 66a

. plantarum 87a

. plantarum 87b

. plantarum 182b

. plantarum 183a

L
L
L
L. plantarum 182a
L
L
L

. plantarum 209a

L. plantarum DSM 20174

5,54
9,17
7,93
50,33
4,13
9,01

132,0 +5,0
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Calisilan 7 Lactobacillus plantarum susu igerisinde en yiiksek EPS {iretimi gosteren

sus 182b iken, 182a susunda EPS iiretimi saptanamamistir. izole ve identifiye edilen

suglar ile iki farkli zaman araliginda yapilan EPS iiretim kapasitesi belirleme

caligmalarinda birbirinden farkli sonuglar elde edilmesi nedeniyle istatistiksel olarak

standart sapma hesaplanamamustir.

4.4.2. izole edilen suslarinin asitlige direnci

Yedi susun pH:2, pH:3, pH:6,8 (kontrol) ve pH:8 MRS besiyerlerindeki canlilik

Olgtimleri agsagidaki cizelgedeki gibidir.

Cizelge 4.5. Lactobacillus spp. suslarin farkli asidik ortamlardaki canlilik dl¢timleri

Suslar pH:6,8 pH:2,0 pH:3,0 pH:8,0
(kontrol)

L. plantarum 66a 2,33 +0,00 0,11 +0,08 0,02+0,01 2,25+0,01
L. plantarum 87a 2,33 £0,08 0,07+£0,11  0,04+£0,00 2,27+0,20
L. plantarum 87b 2,33 £0,36 0,03 £0,01 0,03+0,01 2,81+0,03
L. plantarum 182a 2,44 0,17 0,02+£0,01  0,02+0,01 2,41+0,06
L. plantarum 182b 2,50 £0,03 0,04 £ 0,01 0,02 + 0,01 1,25 £0,04
L. plantarum 183a 2,46 £0,02 0,04 £ 0,01 0,04 £0,01 2,53+0,02
L. plantarum 209a 2,22 £0,02 0,02 £0,00 0,03+£0,02 2,26=+0,10
L. plantarum DSM 3,52 + 0,50 0,24 £ 0,20 0,38+0,10 3,46+0,34

20174
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Farkli asidik ortamlardaki canlilik Slglimlerine gore yedi Lactobacillus plantarum
susunun da pH:2’de canlilik gosterebildigi belirlenmistir. Yapilan istatistiksel
analizlerde, suslarin EPS {iretimleri ile farkli asidik ortamlardaki direnci arasinda
anlamli bir iligki bulunmamistir (p>0.05). Bu durumun EPS iiretim kapasitesindeki

dalgalanmalardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
4.4.3. 1zole edilen suslarimin safra tuzlarina toleransi

Yedi susun safrasiz besiyerinde ve %0,15; %0,2 ve %0,3 safrali besiyerlerindeki
canlilik dl¢timleri Cizelge 4.6°da ki gibidir.

Cizelge 4.6. Lactobacillus spp. suslarinin farkli konsantrasyonlarda safrali

besiyerinde canlilik dlgtimleri

Suslar Kontrol 900,15 900,20 900,30
(Safrasiz) Safrah Safrah Safrah
L. plantarum 66a 2,33+0,00 2,04 +0,04 2,04 £0,02 2,09 £0,08
L. plantarum 87a 2,33 +0,08 1,97 +0,05 1,96 £0,01 1,96 +0,10
L. plantarum 87b 2,33+0,36 1,89 +0,01 1,93 £0,01 1,99 +0,07
L. plantarum 182a 2,44 +0,17 2,02 +0,00 2,01 £0,01 1,86 +0,26
L. plantarum 182b  2,50+0,03 2,07 £0,17 2,02 £0,05 2,15+0,10
L. plantarum 183a 2,46 +0,02 2,04 +0,03 2,01 £0,08 1,85 +0,06
L. plantarum 209a 2,22 +£0,02 2,06 +0,05 1,86 £0,01 1,63 £0,03
L.plantarum 4,24+ 0,50  3,82+0,10 3,18 £0,05 1,02+ 0,02
DSM 20174

Safra tolerans1 dl¢limii sonucunda yedi sus da safrali besiyerlerinde kontrole gore
daha az tlreme gostermistir. L. plantarum 66a susunun canliligi %0,15 safrali
besiyerinde kontrole gore %12,4 azalirken, 9%0,2 safrali besiyerinde %12,3 ve %0,3

safrali besiyerinde %10,2 azalmistir. L. plantarum 87a susunun canlihigi %0,15
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safrali besiyerinde kontrole gore %15,2 azalirken, %0,2 safrali besiyerinde %15,8 ve
%0,3 safrali besiyerinde %16,1 azalmistir. L. plantarum 87b susunun canliligi %0,15
safral1 besiyerinde kontrole gore %18,6 azalirken, %0,2 safrali besiyerinde %17,1 ve
%0,3 safrali besiyerinde %14,3 azalmistir. L. plantarum 182a susunun canlilig
%0,15 safrali besiyerinde kontrole gore %17,3 azalirken, %0,2 safrali besiyerinde
%18,1 ve %0,3 safrali besiyerinde %23,9 azalmigtir. L. plantarum 182b susunun
canliligt %0,15 safrali besiyerinde kontrole gore %17,3 azalirken, %0,2 safral
besiyerinde %19,1 ve %0,3 safrali besiyerinde %14,02 azalmistir. L. plantarum 183a
susunun canliligt %0,15 safrali besiyerinde kontrole gore %17,07 azalirken, %0,2
safral1 besiyerinde %18,16 ve %0,3 safrali besiyerinde %24,6 azalmistir. L.
plantarum 209a susunun canliligi %0,15 safrali besiyerinde kontrole gore % 7,49
azalirken, %0,2 safrali besiyerinde %16,7 ve 9%0,3 safrali besiyerinde %?26,8
azalmistir. Safra toleransi en yiiksek sus 66a susu, safra toleranst en diisiik sus ise
209a susu olarak belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde, suslarin EPS
tiretimleri ile farkli safra konsantrasyonlarina tolerans arasinda anlamli bir iliski
bulunmamustir (p>0.05). Bu durumun EPS iiretim kapasitesindeki dalgalanmalardan

kaynaklandig: diistiniillmektedir.

Istatistiksel olarak suslarin asit direnci ve safra tolerans: birlikte degerlendirilmeye
alindiginda, suslarin diren¢ ve toleransi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu

saptanmigtir (p<0.05).
4.4.4. Tzole edilen suslarin antibiyotiklere direnclerinin belirlenmesi

Antibiyotik direng testi sonucunda izole edilen 7 Lactobacillus plantarum susununda
vankomisine direngli oldugu gozlemlenmistir. 87a susu ayrica tetrasikline direng
gosterirken; 87b susu penisilin ve tetrasikline direng gostermistir. 182a ve 209a
suslart vankomisin disinda penisiline de direng gostermislerdir. Genel olarak tiim
suslar klindamisin, azitromisin, ampisilin, gentamisin, eritromisin ve kloramfenikole
duyarhilik gostermistir. Tiim suglarin en yliksek duyarlilik gosterdigi antibiyotik
eritromisin olarak dl¢lilmiistiir. Yedi sus igerisinde dlgiilen 10 antibiyotige karsi en
direncli suslar 87a ve 87b suslaridir. En az direngli suslar ise 182a ve 182b suslaridir.

Inhibisyon zon &l¢iimleri Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Lactobacillus spp. suslarinin gosterdigi inhibisyon zonlari(mm)

Suslar

Antibiyotik

DisKleri 66a 87a 87b 182a 182b 183a 209a
DA 2 25,0+0,0 17,9+0,2 17,4+0,5 16,0+0,0 20,2+1,1 20,0+0,7 14,1+0,8
AZM 15 28,4+1,2 20,6+0,5 20,1+2.6 27,644 26,3+1,8 25,54+0,3 15,9+1,2
P 10 15,6+0,2 13,2+0,2 12G 12G 13,4+0,7 12,7+1,8 1ZG
AMP 10 22,4+0,5 20,8+1,1 23,4+0,6 21,5+1,2 14,8+0,7 20,4+0,5 22,4+0,9
AK 30 15,0+0,0 17,3+1,1 15,0+1,4 22,6+1,6 24,1+1,6 17,8+1,1 18,6+0,5
C 30 24,0+0,3 18,8+0,7 21,3+1,7 24,1+0,2 28,0+1,1 15,5+0,0 21,4+0,7
E 15 22,3£1,1 22,0£0,0  29,5+1,1 27,0£0,0  31,1+0,6  24,1+0,2  26,5+1,4
TE 30 12,6£1,6 1ZG 12G 12,9+1,9 14,8+3,9 12,7+0,1 10,0+0,0
CN 10 17,4+1,6 14,9+0,2 20,3+0,3 23,9+1,6 21,4+0,5 17,1+0,9 20,6+1,1
VA 30 1ZG 1ZG 12G 12G 1ZG 12G 1ZG

1ZG: inhibisyon zonu goriilmedi
DA: Klindamisin, AZM: Azitromisin, P: Penisilin, AMP: Ampisilin, AK: Amikasin, C:
Gentamisin, E: Eritromisin, TE: Tetrasiklin, CN: Kloramfenikol, VA: Vankomisin
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4.4.5. Antimikrobiyal aktivite 6l¢ciim sonuglari

Izole edilen 7 Lactobacillus plantarum susunun da E. coli iizerine antimikrobiyal

etkisi saptanamamuistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda zon olusmamustir.

Resim 4.15. Antimikrobiyal aktivite tayini

Bagirsak mikroorganizmalar1 insan saglhigiyla dogrudan iligkilidir. Bagirsak florasi
400’den fazla tiir, trilyonlarca (1 gram diskida 10'2-10 koloni ~1,5 kg)
mikroorganizma icermektedir (Yiriimez, 2011). Konagm saglikli bir sekilde
yasamina devam edebilmesi i¢in bu floradaki yararli ve zararli bakterilerin denge
icinde olmasi gerekir. Besinlerin ve vitaminlerin emilimi, iyon ve su dengesi, patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonunun engellenmesi, immiin sistemin uyarilmasi
gibi birgok sagliga yararli etkisi olan probiyotik bakterilerin de bagirsak florasinda
yeterli miktarda bulunmalar1 gerekmektedir. Bagirsak mikroflorasinin olusumu
dogum ile baslar, ancak plasenta ve amniyon sivisinda mikroorganizma varlig1 onciil
fetal kolonizasyon olabilecegini akla getirmektedir (Colladove ark., 2016; Arboleyas
ve ark., 2016). Dogumdan itibaren temas ettigi ¢cevreden; doktorlardan, anneden ve
diger bireylerden; anne siitiinden ve diger besinlerden gelen bakterilerle bebegin

viicudundaki mikroorganizma sayis1 1-2 giin iginde 10%-10'°’a kadar ulasir. Saglikl
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bir flora kurulmas: i¢cin bebegin ve annenin besinlerine dikkat edilmesi gerekir
(Zoral, 2013). Beslenme aliskanliklarindaki dengesizlikler, ila¢ kullanimi ve
hastaliklar insanlarin dogal bagirsak mikroflorasinin degismesine dolayisiyla besin
emiliminde dengesizliklere ve dehidrasyona yol agarak insan sagliginin bozulmasina
sebep olmaktadir. Bagirsak florasinin degismesindeki 6nemli bir faktdr de yasamin
erken evrelerinde karsilasilan akut gastroenterit (AGE) enfeksiyonlaridir (Arrieta ve
ark., 2014; Chen ve ark., 2017). Yasamin erken evresindeki saglikli bireyin
mikroflorast ile karsilastirildiginda AGE sonrast floradaki baskin siniflar
Bifidobacteriaceae, Clostridiaceae, Lactobacillaceae’ye oranla Streptococcaceae,
Enterobacteriaceae ve Pasteurellaceae siniflaridir (Murgas ve Neu, 2011; Arrieta ve
ark., 2014; Chen ve ark., 2017). Son ¢alismalar bagirsak mikroflorasinin hastaliklar
takiben antibiyotik kullanimi sonucu da bozulabildigine, bagirsak mikroflorasindaki

cesitliligin ve baskin sinifin degisebilecegine dikkat gekmektedir.

Bu ¢aligmada akut gastroenterite yol agan rotaviriis ve adenoviriis varliginda florada
meydana gelen degisiklikler sonrasinda canliliga devam edebilen bagirsaktaki
laktobasiller ve onlarin bazi probiyotik Ozellikleri arastirilmistir. Amacg viral
enfeksiyon varliginda bagirsakta sag kalabilen bakterilerin belirlenmesi ve bu
bakterilerin  probiyotiklik  6zelliklerindeki  degisimlerin  saptanmasi, yiiksek

probiyotik 6zelligine sahip olan suslarin belirlenmesidir.

Calismamizda 0-5 yas arasi gastroenterit tanisi konmus pediatrik hastalara ait 18’1
rotaviriis pozitif, 17’si adenoviriis pozitif, 2’si hem adenoviriis hem rotaviriis pozitif
ve 14’1 negatif 51 adet gayta 6rnegi kullanilmis olup 7 adet Lactobacillus spp. susu
izole edilebilmistir. izole edilen suslarin 1 tanesi negatif ornekten diger 6’s1 ise
rotaviriis pozitif 6rnekten izole edilmistir. Adenoviriis pozitif drneklerden izolasyon
yapilmamistir. Bunun nedeni rotaviriisiin virionlarini epithel hiicre disina atmak i¢in
adenovirlisiin aksine her zaman hiicre lizizine ihtiya¢ duymayis1; adenoviriis pozitif
orneklerin hastaligin ileriki asamalarinda alinmis olmasi veya hastalara antibiyotik
uygulanmis olmasi ihtimali olabilir. Klasik identifikasyon yontemleri ve APl 50
CHL testi sonucu bu suslarin 7’sinin de Lactobacillus plantarum tiiriine ait oldugu
tespit edilmigtir. Jacobsen ve ark. (1999)’nin yaptigi calismada da saglikh
yetiskinlerden ve ¢ocuklardan aldiklar1 fegeslerde L. paracasei subsp. paracasei ve
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L. plantarum suslar1 izole edilmistir. Martin ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir
calismada ise 1 aylik bebeklerden L. salivarius susu izole edilmistir. Zoral (2013)
caligmasinda API 50 CHL testi ile insanlardan izole ettigi 25 adet laktobasil
susundan 11’ini L. plantaruml, 6’smm1 L. fermentum2, 3’iinii L. pentosus, 1’ini L.
delbrueckii subsp. delbrueckii, 1’ini L. paracasei subsp. paracasei, 1’ini L. lactis
subsp lactis, 1’ini L. curvatus ve 1’ini L. salivarius olmak tizere 8 farkli tiir olarak
tanimlamistir. Tokatli Demirok ise 2014°te yaptig1 ¢alismada saglikli bebeklerden
41°i Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, 24’ Lactobacillus fermentum, 11°i
Lactobacillus rhamnosus, 17’si Lactobacillus casei, 11’1 ise tiirli tanimlayanamayan
Lactobacillus cinsi bakteriler olmak tizere 104 adet laktobasil susu izole etmistir.
Giilel (2014) kefirden Lactobacillus suslari izole ettigi ¢alismasinda API 50 CHL
testi sonucu 10 sustan 4 susu L. acidophilus olarak tanimlamisken 6 susu L. crispatus
olarak tanimlamistir. Goriildiigii gibi yapilan calismalarin ¢ogu saglikli bireylerden
probiyotik bakteri izole etmek {lizerine kurulmus olup bizim ¢aligmamizin farki AGE
varliginda degisen kosullara ve inflamasyon durumuna ragmen canliligim
koruyabilen probiyotik suslari izole etmek tlizerinedir. Literatiirde rapor edilen suslar
saglikli bireylerden izole edilmis olup izolasyonda tiir ¢esitliligi calismamiza gore
fazladir. Yine literatiirde kullanilan orneklerde izolasyon basaris1 daha yiiksek
oranlarda seyretmistir. Bunun sebebi ishal ve epitel hasarlar nedeniyle bakteri
kolonizasyonunun giiclesmesi ve digkiyla beraber bakterilerin disar1 atilmasidir.
Sagliga pek cok yararh etkisi olan probiyotikler kefir, yogurt, peynir ve siit gibi
fermente Uriinlerle ya da kapsiil gibi diyete ek olarak viicuda alinabilen, bagirsak
florasin1 dengeleyici 6zellige sahip ve son zamanlarda enfeksiyon tedavileri igin
alternatif olarak bagvurulan mikroorganizmalardir. Oral olarak alindiklarinda
gastrointestinal sistemi asip bagirsaga kolonize olmalar1 ig¢in DSO tarafindan
belirlenmis bazi probiyotiklik ozelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir. Midenin
asidik ortaminda, bagirsakta yiiksek safra konsantrasyonunda ve ¢ok cesitli
patojenlerin varliginda miicadele etmeleri gerekir. Bu kosullarin in vitro taklitlerini
olusturarak bakterilerin probiyotiklik 6zelliklerini arastirmak miimkiindiir. Bu
amacla calismamizda probiyotik Ozellik olarak asit direngliligi, safra toleransi,
antibiyotik direnci, EPS fiiretimi ve patojenik E. coli lizerine antimikrobiyal aktivite

gibi 6zellikler aragtirilmistir.
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Probiyotiklerin oral yolla alindiklarinda bagirsaga ulagsana kadar gastrointestinal
sistem boyunca, diisiik pH’lara kadar inebilen asidik mide ortami gibi, zorlu
ortamlarda canliliklarini korumalar1 gerekmektedir. Asit direncliliginin belirlenmesi
calismamizda izole edilen tiim suslar pH:2’de yiiksek inhibisyona ugramiglar ancak
canliliklarin1 devam ettirebilmislerdir. Suslarin pH:6,8 (kontrol)’e goére pH:2’de
canliliklarindaki azalma oranit %95,2 ile %99,2 arasinda degismektedir. Kontrole
gore pH:3’deki azalma ise %98,3 ile %99,2 arasinda degismektedir. Asidik ortama
toleranst en yiiksek sus L. plantarum 66a olarak belirlenirken en diisiik toleransa
sahip sus L. plantarum 182a olarak belirlenmistir. Mehrnia (2013) anne siitiiyle
beslenen bebeklerin gaytasindan izole ettigi Lactobacillus spp. suslarinin pH:2’de
yogunlugunun diistiiglinli ama canliliklarin1 koruduklar1 gézlemlemistir. pH:2’de en
diisiik bakteri yogunlugunu L. casei LB74 (0,12 OD) susunda, en yiiksek bakteri
yogunlugunu ise L. casei LB65 (0,26 OD) susunda tespit etmistir. pH:3’de ise
canlilik oram1 %7,42 ile %17,01 arasinda tespit edilirken, en diisiikk hiicre
yogunlugunun L. casei LB74 (0,15 OD) susunda, en yiiksek hiicre yogunlugunun ise
L. casei LB65 (0,34 OD) susunda olgildiigii rapor edilmistir. pH:4’deki hiicre
yogunlugunun pH:2 ve pH:3’e gore artis gosterdigini, pH:5’de ise kontrole gore
canlilik oraninda ¢ok fazla diisiis tespit edilmedigini belirtmistir. Tulumoglu ve ark.
(2013) ¢ocuklardan izole ettikleri Lactobacillus spp. cinsi bakterilerin probiyotik
ozelliklerini aragtirdiklar1 bir ¢aligmada pH:2; pH:2,5; pH:3 ve pH:6,2 (kontrol)
ortamlarda canlilik 6l¢timii yapmislardir. pH:3’te hayatta kalan bakteri oraninin pH:2
ve pH:2,5 ortamlarina gore oldukea yiiksek oldugunu, pH:3” te L. plantarum T14, L.
pentosus T13, L. casei ssp. rhamnosus T3 ve T6 suslarinin L. casei ssp. rhamnosus
T8 ve T19 suslarina gore canlilik 6lgiimlerinin yiiksek oldugunu, ayrica L. casei ssp.
rhamnosus T8 ve T19 suslarinin pH:2 ve pH:2,5 ortamlarda canliligini kaybettigini
rapor etmislerdir. Shokryazdan ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri
Lactobacillus tiirline ait 9 susun hepsinin asidik ortamda (pH:3) iyi tolerans
gosterdigini ancak tolerans seviyesinin degisken oldugunu belirtmislerdir. Bu
suslardan 8’inin (L. acidophilus HM1, L. fermentum HM2 ve HM3, L. buchneri FG1,
FD1 ve FD2, L. casei BF1 ve BF2) 0,0-1,18 log birimi araligindaki inhibisyon ile
yiiksek asit toleransa sahip oldugunu; diger birinin (L. casei BF3) 0,34 log birimi

inhibisyonla daha diislik toleransa sahip oldugunu rapor etmislerdir. Literatlirde de
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asidi ortamda yiiksek inhibisyona ugrayan laktobasil suslar1 rapor edilmis olup
Tulumoglu (2013) gibi bazi1 caligmalarda asidik ortamda canliligin1 koruyamayan
suglar da belirtilmistir. Calismamizda ise AGE varligina ragmen tiim suslar asidik

ortamda diigiik canlilik oranlartyla da olsa varliklarini devam ettirebilmislerdir.

Oral alinan probiyotiklerin gastrointestinal ge¢is boyunca miicadele etmesi gereken
bir diger ortam karacigerden gelen safra salgisidir. izolatlarin safra direngliliginin
belirlenmesi ¢alismamizda suslarin canliligl safra konsantrasyonu arttik¢a azalma
gostermistir. Safrasiz kontrole gore %0,3 safrali besiyerinde iretilen kiiltiirlerin
canliliklarindaki azalma %10,2 ile %26,8 arasinda degismektedir. Safra toleransi en
yiikksek sus L. plantarum 66a susu iken en diisiik toleransa sahip olan sus L.
plantarum 209a susu olarak belirlenmistir. Papamanoli ve ark’nin (2003) %3 safra
konsantrasyonunun L. sakei, L.curvatus, ve L. plantarum suslar1 uzerinde etkisini
arastirdigi ¢alismada L. curvatus suslarmin %42, L. sakei suslarinin %100 ve L.
plantarum suslarmin % 0 oraninda inhibe edildigi rapor edilmistir. Kotsou ve ark.
(2008), %0,3liik safra tuzunda, 24 saatlik inkiibasyon sonucunda L.paracasei subsp.
paracasei suslarindaki azalmanin 1,39 ile (-0,46) logl0 kob/mL arasinda,
L.rhamnosus suslarindaki azalmanin 0,19 ile (-0,20) logl0 kob/mL arasinda
oldugunu belirlemislerdir ve L.fermentum suslarimin; L.rhamnosus ve L.paracasei
subsp. paracasei suslarina gore safra tuzuna daha direngli olup 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda 1,5 ile 2,19 logl0 kob/mL artig gosterdigini rapor etmislerdir. Zoral
(2013) calismasinda Lactobacillus suslarinin canli kalabilme oranimi %0.3 safrali
ortamda %76, %0.5 safrali ortamda %40, %1 safrali1 ortamda %24 ve %1.5 safral
ortamda ise %20 olarak rapor etmistir. Safra tuzuna toleransi en 1yi olan suslar olarak
L.delbrueckii subsp. delbrueckii, L. pentosus, L. plantaruml, L. fermentum2 suslarini
gostermislerdir. Mehrnia 2013’te yaptigt ¢alisgmada canliligin  %0,06 safra
konsantrasyonunda %94,90-99,00 oraninda iken %0,15 safra konsantrasyonunda
%79,90-98,46 oraninda ve %0,30 konsantrasyonunda %9,28 ile %31,50 oranlarinda
oldugunu belirtmistir. En yiliksek inhibisyonun %0,30 safrada L. casei LE7 (%90,72)
susunda, %0,06 safra konsantrasyonunda ise L. brevis LB63 (%S5,10) susunda
oldugunu gostermistir. %0,06 ve %0,15 konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
cok fazla diisiis gozlenmezken, %0,30 konsantrasyonunda diger konsantrasyonlara

gore azalma oldugunu gdzlemlemistir. Izole ettigi suslar icinde safraya en direngli
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suglarin L. casei LB4 ve LB17 oldugu tespit etmistir. Calismamizda inceledigimiz L.
plantarum suslarmin yiiksek safrali ortamdaki canlilik degerleri literatiirdeki ¢ogu
calisma ile paralel olarak azalmistir. Zoral (2013)in da belirttigi {izere L. plantarum

susunun safra tuzuna toleransi yiiksek Ol¢tilmiistiir.

Ekzopolisakkaritler bakterin iirettigi, hiicre duvarinda bulunan ve bakterinin hiicreye
tutunmasini saglayan, ayrica hiicreleri antibiyotiklere ve toksik maddelere karsi
koruyan, immiiniteyi destekleyen, antitiimoral aktiviteye ve kolesterol diistiriicii
aktiviteye sahip yapilardir. Probiyotik bakterilerin patojenler olanlarla kolonizasyon
yarisinda 6nemli role sahip olan ve bakterileri 6zetle fiziki olarak koruyucu gorev
alan EPS’leri iiretme kapasitelerinin yiiksek olusu tercih sebebidir. Bu nedenle
calismamizda izole edilen 7 susun EPS iiretim kapasiteleri incelenmis olup, L.
plantarum 182a susu disinda tiim suslarda EPS {iretimi Ol¢lilmiistiir. Diger alti
Lactobacillus plantarum susunda olgiilen EPS degerleri 4,13 ile 50,33 mg/ml
arasinda degismektedir. Mehrnia (2013) anne siitiiyle beslenen bebek gaytalarinda
probiyotik bakterileri inceledigi calismasinda laktobasil suslarinin EPS {iretim
miktarlarmi 142,99-425,16 mg/L arasinda tespit etmistir. EPS {iretimi en yliksek
olan susun L. casei LB74 oldugunu, EPS {iretimi en diisiik olan susun L. casei LB17
oldugunu belirtmistir. Diger yliksek miktarda EPS {iretimi gosteren suslar ise, L.
casei LB61 (383,99 mg/L), L. casei LB49 (369,19 mg/L) ve L. brevis LB63 (348,3
mg/L) suslar1 olarak tespit etmistir. Tulumoglu ve ark. (2013) inceledigi 20
laktobasil susu arasinda en yiiksek EPS firetimini L. pentosus T13 (290 mg/L)
susunun gosterdigini, diger suslarin EPS iiretimlerinin 102 and 263 mg/L. arasinda
degistigini rapor etmistir. Calismamizda kullanilan 7 L. plantarum susu literatiirde
deginilen c¢aligmalara oranla diisiik seviyede EPS iiretimi gostermektedir.
Arastirmacilar ¢alismalardaki bu Olglim farkliliklarini  suslarin  kaynagina,
inkiibasyon sartlarina ve besiyeri igerigine baglamaktadirlar. Bizim g¢alismamizda
incelenen suglar viral akut gastroenterit gibi dnemli bir enfeksiyon kosulundan izole
edilmis olup bu sartlara ragmen EPS iiretim yeteneklerini koruyabilmisler, ve daha

az miktardaki EPS {iretimine ragmen bagirsakta canliliklarini koruyabilmislerdir.

Probiyotik bakteriler gastrointestinal gecis boyunca canliliklarini koruyup bagirsaga

kolonize olsalar da bu kolonizasyonu devam ettirebilmek ve florada varliklarini



66

koruyabilmek igin ileriki tehditlere karsi da giiglii olmalidir. Bu tehditlerden biri
antibiyotik kullanimidir. Ayrica gida bakterilerinden bagirsakta patojen bakterilere
antibiyotik diren¢ genlerinin gegisi ve direngli patojenlerin ¢ogalmasi 6nemli bir
saglik endisesidir. Antibiyotik diren¢ genlerine sahip probiyotiklerin ve
metabolitlerinin patojen bakteriler {iizerinde inhibisyon etki gostermesi son
zamanlarda akut gastroenterit gibi enfeksiyonlarin 6nlenmesi veya tedavisi ig¢in
stratejik olarak kullanilmaya baslanmistir. Probiyotik bir bakterinin en azindan sik
kullanilan antibiyotiklere karsi direng gostermesi gerekir ve patojen bakteriler
tizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi gerekmektedir. Antibiyotik direnci
Ol¢timii ¢alismamizda biitiin Lactobacillus plantarum suslari vankomisine direng
gostermistir. Genel olarak tiim suslar klindamisin, azitromisin, ampisilin, gentamisin,
eritromisin ve kloramfenikole duyarlilik goéstermistir. Tiim suslarin en yiiksek
duyarlilik gosterdigi antibiyotik eritromisin olarak olgiilmiistiir. European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) antibiyotik diren¢ degerlendirme
verilerinde gram pozitif anaerob bakterilerde disk diflizyon yontemi i¢in inhibisyon
zon araliklar1 tanimlanmamistir (Anonim, 2018). Bizim ¢alismamizda bahsedilen
direngli/duyarli terimleri iireme sonucu ihibisyon zonu olusturmalarina ve olusan
inhibisyon zonunun biiyiikliigiine gore kullamlmustir. ileriki ¢alismalarda EUCAST
Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) yéntemi ile suslarin direnclilik ya da
duyarlilik 6l¢timleri desteklenebilir. Temmerman ve ark. (2003) ¢esitli probiyotik
uriinlerden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarliliklarmi disk
difiizyon yontemi ile test etmislerdir. Caligmalar1 sonucunda suslarin eritromisine ve
tetrasikline duyarli olduklarint rapor etmislerdir. Arict ve ark. (2004) ise probiyotik
ozellige sahip 21 adet Lactobacillus susu iizerinde yaptiklari c¢alismada, suslarin
tetrasikline karsi duyarli olduklar1 belirtilmistir. Kotsou ve ark. (2008), bebek
fegeslerinden elde ettikleri L.acidophilus, L.rhamnosus, L.delbrueckii subsp.
delbrueckii, L.cellobiosus, L.paracasei subsp. paracasei, L.fermentum, L.brevis,
L.plantarum, ve L.crispatus’un antibiyotik direnclerini  incelediklerinde
L.rhamnosus suslarmin vankomisin, amikasin, basitrasin, kanamisine direng
gosterirken cogu susun ampisillin, kloramfenikol, eritromisin amoksisillin/klavulanik
asit, sefalotin, ve rifampisine duyarlilik gostedigini; L.paracasei subsp. paracasei

suslarinin;  sefalotin, ampisillin, amoksisillin/klavulanik  asit, tetrasiklin,
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kloramfenikol, eritromisin ve rifampisine hassas vankomisin, basitrasin, amikasin ve
kanamisine direncli olduklarini, L.fermentum suslarinin; ampisillin,
amoksisillin/klavulanik asit, sefalotine hassas, vankomisin, amikasin, kanamicin ve
siprofloksasine direngli olduklarini tespit etmiglerdir. Kirtzalidou ve ark. (2011),
bebeklerden izole ettikleri L.gasseri, L.crispatus, Lactobacillus paracasei,
L.salivarius, L.fermentum ve L.rhamnosus izolatlarinin ¢ogunun eritromisin,
ampisillin, tetrasiklin, amoksisillin/klavulanik asit, kloramfenikol, sefalotin ve
rifampisine duyarlilik gosterirken, L.rhamnosus suslarinin ve bazi L.paracasei subsp.
paracasei suslarinin basitrasine direng gosterdiklerini ve de izole edilen ¢ogu susun
kanamisin ve amikacine direngli olduklarini tespit etmislerdir. Tokatli Demirok
(2013) ise antibiyotik olarak kloramfenikol, kanamisin, penicillin G, streptomisin ve
tetrasiklin kullandig1 calismasinda laktobasil izolatlarinin ¢ogunun kanamisin ve
streptomisine direng gosterdigini ve kloramfenikoliin en duyarl olduklari antibiyotik
oldugunu tespit etmistir. Zoral (2013) ise izole ettikleri Lactobacillus suslarinin genel
olarak antibiyotiklere karsi duyarli olduklarini; 6zellikle ampisillin ve piperasilinde
tiim suslarin duyarhilik gosterdigini; bununla birlikte yaygin kullanilan vankomisin,
gentamisin ve trimetoprim antibiyotiklerine daha direncli olduklar1 gormiislerdir. L.
pentosus ve L. plantaruml suslarmin tiim antibiyotiklere duyarli olduklari tespit
etmislerdir. L. delbrueckii subsp.delbrueckii, L. pentosus, L. plantaruml, L.
fermentum2 suslariin antibiyotiklere karsi ¢alismalarindaki diger suslardan daha
direngli olduklarim1 rapor etmislerdir. Klopper ve ark. (2017) insan feceslerinden
izole ettikleri Lactobacillus cinsi bakterilerin agregasyon ve adezyon o6zelliklerini
inceledikleri bir c¢alismada Lactobacillus reuteri HFI-LD5 ve Lactobacillus
rhamnosus HFI-K2 suslarinin trimetoprim, sulfametoksazol, sulfametoksazol-
trimetoprim, sulfonamidler, okzasillin, metisillin, dikloksasillin ve gentamisine
direngli olduklarim1 gostermislerdir. Bu ¢alismada Lactobacillus reuteri HFI-LD5
susu rifampisin ve tobramicine duyarlilik gosterirken kanamisin,, nitrofurantoin ve
kloramfenikole karsi orta derecede direnglilik gostermistir. Lactobacillus rhamnosus
HFI-K2 susu penisilin, kloramfenikol, klindamisin, ampisillin ve meropeneme
duyarhilik, tetrasikline ise orta derecede direng géstermistir. Lactobacillus rhamnosus
R-11 tetrasikline direngli iken, penisilin, kloramfenikol ve klindamisine duyarlilik

gostermistir. Lactobacillus reuteri DSM 17938 susu da penisilin, sulfametoksazol,
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okzasillin ve metisilline direng, rifampisin ve tobramisine duyarlilik gostermistir.
Calismamizda literatiirdeki diger ¢alismalarin da destekledigi tizere L. plantarum
suslart vankomisine karsi direng gosterirken eritromisine karsi yiiksek duyarlilik
gostermislerdir. Kullanilan diger 8 antibiyotige karsi farkli suslarda farkli sonuglar

gozlemlenmektedir.

Probiyotik bakterilerin patojen bakterileri HO, laktik asit ve ¢esitli bakteriyosinleri
ireterek inhibe edebilmeleri ve flora dengesini saglamalari énemli 6zeliklerinden
biridir. Calismamizda izole ettigimiz laktobasil suslarinin patojen E. coli ATCC
25922 tizerine antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon yontemiyle arastirilmis olup
herhangi bir inhibisyon zonu goézlemlenmemistir. Olivares ve ark. (2006) anne
stitiinden izole ettikleri dort laktobasil susunun (L. salivarius CECT5713, L. gasseri
CECT5714, L. gasseri CECT5715 ve L. fermentum CECT5716) Salmonella
choleraesuis’e karst orta derecede inhibisyon etki (8-17 mm zon ile) gosterdigini
belirtmistir. Tsai ve ark. (2008) saglikli bebeklerden izole ettikleri L. acidopilus
RY2, L. salivarius MML1 ve L. paracasei En4 suslarinin enterotoksijenik E. coli’ye
kars1 11-23 mm zon arasinda inibisyon etki gosterdigini tespit etmislerdir.
Tulumoglu ve ark. (2013) ise 20 adet Lactobacillus susunun higbirinin patojenik
maya kiiltlirlerine kars1 antimikrobiyal aktivite gostermedigini, ancak biitiin suslarin
E. coli’ye (4-10 mm), P. aeruginosa’ya (6-10,5 mm) ve S. aureus’a (4-8,5 mm) kars1
antimikrobiyal aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. L. pentosus T13 susunun 1
gecede P. aeruginosa’ya karsi ¢ok gii¢lii inhibisyon etki gosterdigini ancak T3, T16,
T18 ve T20 suslarmin E. faecalis e karsi inhibisyon gostermedigini
gozlemlemislerdir. Shokryazdan ve ark. (2017)’nin laktik asit bakterilerinin 12
patojen  mikroorganizmaya (Candida albicans, Enterococcus faecium,
Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes, E. coli, Shigella sonnei,
Helicobacter pylori, Enterobacter cloacae, Vibrio parahaemolyticus, Listeria
monocytogenes, Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aereus) Kkarsi
antimikrobiyal aktivitelerini inceledikleri ¢alismalarinda L. acidophilus, L.
fermentum, L. buchneri ve L. casei tiirlerine ait 9 laktobasil susunun biitiin
patojenlere karsi antagonistik etki gosterdigini belirtmislerdir. Aralarinda en giiglii

inhibisyon etki gosteren sus olarak L. casei BF1 en diisiik inhibisyon etkisi gosteren
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sus olarak ise L. acidophilus HM1 susunu tespit etmislerdir. Arastirmamiz sonucu L.

plantarum suslarinin E. coli iizerine inhibisyon etkisi belirlenmemistir.

Akut gastroenterit varliginda dogal bagirsak florasi bozulmaktadir. Bagirsaktaki
mikroorganizma zenginligi ve baskin siniflar AGE varliginda degismektedir. Chen
ve ark. (2017)’nin ¢alismasinda komplike AGE ile kiyaslandiginda komplike
olmayan AGE’li hastalarda Streptococcaceae zenginliginin; komplike ve komplike
olmayan AGE’li hastalara gore de saglikli bireylerde Parabacteriodes ve
Porhpyromonadaceae zenginliginin olduk¢a fazla oldugu goriilmiistiir. Bagirsaktaki
bu dengesizlik besin emilimindeki diizensizliklerden sivi kaybina, immiin sistemin
aksamasina bir¢ok probleme neden olmaktadir. Bagirsak florasinin dengesinin
saglanmasi, immiin sistemin uyarilmasi, laktozun fermentasyonu, kolesterol
giderimi, zararli patojenlerin inhibisyonu gibi sagliga yararli etkileri gz Oniinde
bulunduruldugunda probiyotik takviyesinin gastroenterit sebebiyle bozulan
mikroflorayr tedavi edebilecegi, en azindan enfeksiyon semptomlarini azaltacak
Olclide bagirsaga yarar saglayacagi disliniilmektedir ve son yillarda akut
gastroenterit tedavisinde probiyotiklerin kullanimi giderek artmakta olan bir ¢aligma
alanidir. Gastroenterit tedavisinde probiyotik denemelerine 6rnek olarak; Guarino ve
ark. (1997)’nmin Saccharomyces boulardii ve Lactobacillus rhamnosus kullaniminin
RV gastroenteritinin siiresini kisalttigin1 gostermeleri verilebilir. Grandy ve ark.’nin
(2010) Bolivya’da 64 hastayla yaptigi baska bir c¢alismada L. acidophilus, L.
rhamnosus, B. longum ve S. boulardii kombinasyonlar1 kullanilmis ve ishal siiresinin
kisaldig1 rapor edilmistir. Lee ve ark. (2015) gastroenteritli cocuklarda denedikleri L.
acidophilus ve Bifidobacterium longum probiyotiklerinin kullaniminin da diyare
stiresini kisalttigin1 gozlemlemislerdir. Genel olarak yayinlanmis denemelerin meta-
analizleri laktobasillerden segilen suslarin (L. casei GG, L acidophilus, L. bulgaricus,
L. reuteri) ve S. boulardii nin diyare siiresini yaklasik 24 saat (17-30 saat) kisalttigi
ile sonu¢lanmistir (Vandenplas, 2016 ).

Goriildiigi tizere probiyotikler viral gastroenteritin kesin tedavisini saglayamasalar
da flora dengesini iyilestirerek semptolarin azalmasini ve hastalik seyrinin

degismesini saglamaktadirlar.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu calismada 0-5 yas arasi pediatrik hastalarin gaytalarindan; inflamasyon, ishal ve
su kayb1 gibi 6nemli semptomlara neden olan viral gastroenterit varlifinda canliligini
koruyabilen, iistiin 6zellikli probiyotik bakteri suslar1 izole edebilmek ve bu suslarin
iistiin olan probiyotiklik 6zelliklerini belirlemek amaglanmistir. Calismamiz amaci

dahilinde degerlendirildiginde;

1. Viral gastroenterit tanis1t konmus hastalardan sadece Rotaviriis pozitif olanlardan
L. plantarum susu izole edilebilmistir. L. plantarum susunun viral enfeksiyona ve
diyareye ragmen bagirsakta kolonizasyonunu koruyabildigi belirlenmistir.

2. lzole edilen L. plantarum suslarmin probiyotik dzelliklerini incelemek amaciyla
yapilan c¢alismalarda pH:2‘ye kadar diisen asidik ortamlarda inhibisyona
ugramasia ragmen canlilifini koruyabildigi ve %0,3’e kadar safrali ortamda
kontrole gore azalma olsa da gelismeye devam edebildigi gézlemlenmistir. Bu
sebeple oral alinan probiyotik mikroorganizmalarin, midedeki asidik ortama ve
bagirsaktaki safraya karsin belirli oranlarda canliligim1 koruyarak bagirsaga
kolonize olabilecektir. Bagirsak hiicrelerine kolonizasyon c¢aligmalari daha
sonraki ¢aligmalarla desteklenecektir.

3. Izole edilen L. plantarum suslarinn EPS iiretim kapasitesi incelendiginde, izole
edilen suslarin c¢ok yiiksek oranda EPS iiretmine sahip olmasa da degisen
oranlarda bu kabiliyete sahip oldugu goriilmiistir.

4. Suslarin antimikrobiyal aktivite ve antibiyotik direnci arastirildiginda E. coli
(ATCC 25922) ‘ye karsi antimikrobiyal aktivite saptanamadi. Ancak suslarin

vankomisine direngli oldugu gézlemlenmistir.

Bu ¢alismadan izole ve identifiye edilen L. plantarum suslarinin ileride bagirsak
hiicrelerine yapismalarin1 saglayan ozellikleri, gesitli sekonder metabolitleri tiretim
yetenekleri, kolesterol asimilasyonu, safra tuzlari dekonjugasyonu vb. probiyotiklik
ozelliklerinin de belirlenmesi ayrica sahip olduklart &zelliklerin  kimyasal ve

molekiiler testlerle ortaya konmasi amaglanmaktadir.
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