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OZET

KEFIRIN STRES DIRENCINE VE OMUR UZUNLUGUNA ETKISIiNiN,
Caenorhabditis elegans’TA ARASTIRILMASI

Merve Giines

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Dog. Dr. Giilgiin Giindiiz
Haziran 2015, 58 sayfa

Yaslanma organizmanin zamanla fonksiyonlarini kaybettigi, 6liimle sonuglanan
ve geri donilisiimii olmayan bir siiregtir. Gilinlimiizde, tipta goriilen ilerlemeler ve yasam
kalitesindeki artigla birlikte ortalama yasam siiresi de uzamistir. Biyolojik yaslanma
caligmalarinda en sik kullanilan model organizmalardan biri Caenorhabditis elegans tir.
Ekonomik olmasi, bir ay kadar olan kisa yasam siiresi ile hizli sonug verebilmesi, kiiltiirtin
devamliliginin kolay saglanmasi, biyolojik ve tibbi arastirmalarda yarar saglamaktadir.
Kefir, kokeni Kafkasya’ya dayanan kefir danesi (tanesi) kullanilarak iiretilen fermente bir
siit Uiriintidiir. Endiistriyel olarak tiretilen “kiiltlir kefiri” ve geleneksel olarak iiretilen
“dane kefir” olmak tizere iki ¢esidi vardir. Kefirin insanlarin sagligi tizerine olumlu
etkileri bilinmektedir. Yapilan bazi caligmalarda, kefirin yapisindaki laktik asit
bakterilerinin insan veya hayvan viicudundaki timor ve enfeksiyonlara karsi direnci
artirdigr belirtilmektedir. Kefirin saglik iizerine yararlariyla ilgili yapilan in vivo
caligmalar siirli sayida bulunmaktadir. Bu calismada, kefirin her iki ¢esidi kullanilarak
farkli sicakliklar altinda C. elegans’in Omiir uzunluguna etkisinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu kapsamda iki farkli deney grubu olusturulmustur. Bu deneylerde
kontrol gruplar1 E. coli ile beslenirken, test gruplari kiiltiir kefir ve dane kefir ile
beslenmistir. Ik olarak C. elegans icin 6ldiiriicii olmayan 1s1 stresi (37°C) altinda
karsilastirma yapilmistir. Sonrasinda ise bu karsilastirma C. elegans’in optimum biiylime
sicakligi olan 20°C’de tekrar edilmistir.

Arastirma sonucunda 37°C’de yapilan 1s1 stresinde kiiltiir kefir ile beslenen C.
elegans’larin omiirleri % 29 artarken, dane kefir ile beslenenlerinkinin % 22 arttig
gozlenmistir. Diger taraftan 20°C altinda yapilan karsilastirmada elde edilen sonuglar
arasinda istatiksel olarak fark goriilmemistir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF KEFIR ON Caenorhabditis elegans’
LIFESPAN AND THERMOTOLERANCE

Merve Giines

MSc Thesis in Biology )
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Giilgiin GUNDUZ
June 2015, 58 pages

Aging is an irreversible and fatal process which causes loss of function of
organism. In modern times, development in medicine and increased quality of life give
rise to increased lifespan. Caenorhabditis elegans is one of the model organism widely
used in aging studies. The worm is economical to cultivate, and gives rapid result due to
its about one month lifespan. Thus, it is useful in biological and medical research. Kefir
is a fermented milk product which is made using kefir grains originated from Caucasia.
There are two types of kefir, the culture kefir, which is produced industrially, and the
other one is grain kefir, which is produced traditionally. Kefir’s positive impact on human
health is known. Some studies showed that lactic acid bacteria in the kefir enhanced
resistance against tumors and infections in humans and animals bodies. In this study we
aimed to determine effect of kefir on C. elegans’s lifespan under different temperature by
using two types of kefir. Within this scope two different experimental groups were
performed. In these experiments control groups were fed with E. coli, and the others were
fed culture kefir and grain kefir. Firstly control group compared with the others which
were fed culture and grain kefir at non-lethal heat shock temperature (37°C) for C.
elegans. And then, same comparison repeated at optimum growth temperature, that is
20°C for C. elegans.

As aresult, there is % 29 increasing on lifespan of C. elegans which were fed with
culture kefir and % 22 increasing on lifespan of C. elegans were fed with grain kefir at
37°C. On the other hand, we couldn’t explain the meaning of results obtained from
comparison made at 20°C.

KEYWORDS: Aging, C. elegans, kefir, probiotic.
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ONSOZ

Kefir uzun yillardir insanlar tarafindan tiiketilen ve sagliga olumlu etkisi oldugu
bilinen fermente bir siit iiriiniidiir. Kefir gida miithendisliginin oncelikli konusu olmasina
ragmen konu ile ilgili in vivo caligmalar sinirh sayidadir. Biyolojik siireclerin
aydinlatilmasinda model organizma kullanimi bilim diinyasinda olduk¢a yaygindir.
Model organizmalar in vivo ¢alismalarda kolayliklar saglamaktadir. Bu calismada kefirin
bir model organizma olan Caenorhabditis elegans’daki stres direnci ve dmiir uzunluguna
olan etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismayla in vivo kefir ¢calismalarindaki eksiklige bir katki
saglanmast amaglanmistir.

Fermente siit iirlinii olan kefir, i¢inde bakteri ve mayalarin bulundugu kompleks
bir bilesimdir. Bu kompleks bilesim test ettigimiz model organizmaya fayda sagladigi
gibi, kontrol edilmesi zor olan deneysel problemler ortaya c¢ikarmasi nedeniyle
arastiricilara zorluklar yaratmistir. C. elegans ile ilk defa caligilmasi ve yine ilk defa
kefirin biyolojisinin anlagilmaya calisilmasi, arastirma siiresinin biiyiikk ¢ogunlugunu
almistir. Bu durumlar karsisinda ¢aligma, optimum kosullara ulasana kadar modifiye
edilmisgtir.

Bana bu konuda ¢alisma olanagi veren danigmanim Sayin Yrd. Dog. Dr. Giilgiin
GUNDUZ'e, basta Anabilim Dali baskanimiz Prof. Dr. Kayahan FISKIN olmak iizere,
degerli 6gretim tiyeleri Yrd. Dog. Dr. TolgaYILDIRIM ve Yrd. Dog. Dr. Mehmet Akif
KILIC a tesekkiirlerimi sunarim. Tez calismamda kullanilan kefir danelerini saglayan
Akdeniz Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Ahmet
KUCUKCETIN, Dr. Ayse ASCI ARSLAN ve doktora dgrencisi Firuze ERGIN’e
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam sirasinda desteklerini esirgemeyen arkadaglarim Koray KOC’a,

Ferdi DEMIRTAS’a, Fatih UCAR’a, aileme ve sevgili esim Alper GUNES’e
tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Metchnikoff’un ilk kez 1908 yilinda yayinlanan “Yasam Siiresinin Uzatilmas1”
isimli kitabinda yaslilikta meydana gelen bagirsak rahatsizliklarinin iyilestirilmesi ya da
geciktirilmesiyle yash insanlarin daha rahat bir hayat siirecegini 6ne siirmiistiir. Bu
amagla yaglilar ve bagirsak mikroorganizmalari ile sistematik ¢alismalar yapilmasi
gerektigini savunmustur. Arastirmacit pek ¢ok mikroorganizmanin faydali oldugunu
bunlar icinde de en Onemlilerinin laktik asit bakterileri oldugunu vurgulamistir.
Metchnikoff ayrica Bulgar koyliilerinin uzun yasamlarini beslendikleri siit iirtinlerinin
lactobacillus tiirleri icermesine baglamistir (Metchnikoff 2004, Nair ve Takeda 2011).

Kefir kokeni Kafkas daglar1 olduguna inanilan az miktarda alkol igeren viskoz ve
fermente gazli bir icecektir. Kefir, Arjantin’den Tayvan’a, Fransa’dan Tiirkiye’ye kadar
genis bir yelpazede iiretilmektedir (Farnworth 2008). Kephir, kiaphur, kefer, knapan, kepi
ve kipi gibi farkli isimlerle adlandirilmaktadir (Kwak vd 1996).

Sekil 1.1. a) Kefir danesi (Farnwoth 2008) b) Kefir danesi (Otles ve Cagind1 2003)

Kefir ismi Tiirk¢ede mutluluk, hosnutluk anlamima gelen keyf sozciiglinden
tiremistir (Pogacic vd 2013). Kefir kiiltiiriinlin baglangi¢c noktasinin neresi oldugu tam
olarak belli degildir. Mikrobiyal analizlere gore farkli lokasyonlarda tiretilen kefirlerin
farkli mikrobiyotaya sahip oldugu goriilmiistiir (Farnworth 2008). Kefir daneleri 1 mm
ile 6 mm arasinda degisen boyutlardadir, diizgiin bir sekli yoktur, patlamis misira benzer,
beyaz veya sari renktedir (Irigoyen vd 2005).

Biyolojik siireglerin aydinlatilmasinda, model organizma kullanimi olduk¢a
yaygindir. Dogal olarak yaslanma slirecinin aydinlatilmasinda da fare, Drosophila
melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans gibi model
organizmalar kullanilmaktadir (Olsen vd 2006).

Caenorhabditis elegans, yapilan pek cok bilimsel calismada yaygin olarak
kullanilan bir model organizmadir. 2002 ve 2006 Nobel Tip ve Fizyoloji ddiilleri ile 2008
Nobel Kimya, bu model organizmanin kullanildig1 ¢alismalara verilmistir (Anonim
2015a, Anonim 2015b, Anonim 2015c). Insan genlerinin % 40’mm homologu
C.elegans’ta bulundugundan, memelilere ait bircok kesif bu model organizma
kullanilarak yapilmistir (Corsi 2006).



2. KURAMSAL BiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Yaslanma

Yaslanma, organizmanin hiicre, doku, organlarinda zamanin ilerlemesi ile ortaya
c¢ikan, 6liimle sonuglanan geriye doniisii olmayan yapisal ve fonksiyonel degisikliklerdir
(Holliday 1995). Yaslanma pek ¢ok tiiriin yasadigi etkileyici bir olgudur. Gegtigimiz on
yillarda yapilan calismalarda yaslanmanin sadece doku ve hiicrelerin bozulmasindan
ibaret olmadig1 genetik yolaklarin da bu siirecte etkili oldugu goriilmiistiir (Lithgow vd
2006). Solucanlar, sinekler, mayalar ve fareler gibi model organizmalarla yapilan
caligmalar yaslanmanin cevresel, epigenetik, genetik faktorlerden etkilendigini yani ¢ok
faktorlii bir siire¢ oldugunu gostermistir (Amrit vd 2014).

Yaglanma, yasin ilerlemesiyle birlikte fizyolojik fonksiyonlarin gerilemesi olarak
tanimlanmaktadir (Imahori vd 1992). Son yillarda bilim ve tipta yaganan gelismeler ile
iyilesen hayat standartlar1 (iyi beslenme ve hijyen gibi) dmiir uzunlugunda etkili olmustur
(Woodmansey vd 2007).

Hiicresel degisiklikler, toplamda organizmadaki degisiklikler, iireme
olgunlugundan sonra gergeklesen fiziksel ¢okiis beraberinde yaslanmay1 getirmektedir.
Biyolojik yaslanmanin pek ¢ok nedeni vardir. Bunlar arasinda serbest radikallerin
olusturdugu hasarlar, telomer kisalmasi ve replikatif senesens, DNA hasar birikimi, DNA
tamiri aksakliklari, mitokondrial bozulma, bozuk protein/atik birikimi, ¢ekirdek DNA’s1
ve mitokondrial DNA’da mutasyonlar, néroendokrin sistem hatalari, immun sistem
hatalar1 bulunur. Biitiin hiicresel degisimler ve bunlarin beraberinde organizmada
meydana gelen birikmis biiyiik degisimler organizmal yaslanmay1 olusturur. Organizmal
yaslanma, genellikle yaslhilik hastaliklar1 denilen dolagim sistemi hastaliklari, kanser,
norodejenaratif hastaliklar ve benzeri hastaliklarin ortaya ¢iktig1 durumla karakterizedir
(Jin 2010).

Yaslandik¢a insan bagirsagindaki bakteri popiilasyonu da degisime ugramaktadir.
Ornegin yashlikta bagirsaktaki bakteri popiilasyonunda Bifidobacterium infantitis ve B.
breve tiirlerinin dominantligindan s6z edilebilir. Bagirsaktaki degisimler biiyiik Olclide
diyete baghdir. Bunun yaninda ¢evre, sahip olunan hastaliklar ve ila¢ kullanimi gibi
etkilerin de bu degisimde rolii vardir (Farnworth 2008). Yaslanmayla birlikte besin
aliminin azalmas1 (Murphy ve O’Mahony 2009) ve viicut hareketlerinin kisitlanmasindan
dolay1 bagirsaklardaki bakteriyel metabolitlerde azalma goriiliir. Bu azalma yaslhilikta
onemli bir sorun olan bagirsak hareketlerinin yavaslamasina bunun devaminda da
kabizliga neden olmaktadir. Mikrobiyal dengenin bozulmasi yaslilarda gastrointestinal
sistem enfeksiyonlarinin olusmasinda en 6nemli nedenlerden biridir (Woodmansey
2007).



Gastrointestinal rahatsizliklarin nedenlerinden biri de yetersiz ve dengesiz
beslenmedir. Yaslilikta yetersiz beslenmenin pek ¢ok nedeni vardir. Yash insanlarin tat
ve koku duyularinin azalmasiyla birlikte tiikettikleri gida miktar1 ve tiirii de azalmaktadir.
Cigneme kabiliyeti ve bagirsaktaki hareket durumu bagirsaktaki epiteli ve islevini
etkilemektedir. Azalan gida ile yetersiz ¢igneme besin emilimini azaltmakta bu da
bagirsak bagisiklik sisteminin zayiflamasina neden olmaktadir (Biagi vd 2012).

Ishal, kabizlik ve diper mide ve bagirsak hastaliklar1 gibi sindirim sistemi
rahatsizliklarinin dogru miidahaleler ile hafifletilece§ine inanilmaktadir. Bakteri
metabolizmas1 ve fonksiyonu daha iyi anlagildiginda bunlardan saglanacak faydanin daha
1yi olacag diisiiniilmektedir. Bu faydalar sindirim sistemi enfeksiyonlarina kars1 direnc,
tyilesen bagisiklik sistemi, kanseri ve pek ¢ok hastaligi onleme, vitamin iiretimi ve
kalsiyum vb. minerallerin alimimin artmasidir. Kompleks karbonhidratlar igeren
probiyotik ve prebiyotik iirlinler ve bunlarin simbiyotik bilesimini olusturan {iriinlerin
kullanim1 ilerleyen yaslarda dahi saglikli gastrointestinal mikrofloranin geligmesini
saglamaktadir (Farnworth 2008).

Yaslanma calismalarinda asil hedef yasam uzunlugunun artisi ve yasa baglh
hastaliklarin 6nlenmesidir. Son yillarda bazi hastaliklarin klasik tedavilerine alternatif
yaratmak amaciyla prebiyotik ve probiyotik maddelerle cesitli kronik rahatsizliklarin
Onlenmesi ve tedavide olast yararli etkilerini arastirmak amaciyla c¢alismalar
yapilmaktadir. Kokeninin Kafkasya’dan geldigi diisiiniilen kefir, hastaliklara kars1 etkisi
kanitlanmig probiyotik bir karisimdir (Salminen vd 1998, Zubillaga vd 2001, Urdenata
vd 2007).

Saglikli yaslanmay1 tesvik etmek ve saglikli yaslanmayi siirdiirebilmek i¢in
beslenme stratejileri gelistirilmelidir. Yaslanma ile ilgili fizyolojik ve anatomik
siireclerin, bunlarin devaminda da yashlikla birlikte de§isen bagirsak mikrobiyatasinin
aydinlatilmas1 6nem kazanmaktadir (Woodmansey 2007).

2.2. Probiyotik

20. yiizyilda farkli mikroorganizmalar hastaliklar1 tedavi etmek ve hastaliklardan
korunmak amactyla kullanilmistir. Bu mikroorganizmalarin basinda probiyotikler
gelmektedir. Nobel 6diilli Elie Metchnikoff 1900’li yillarda Bulgar kdyliilerinin uzun
yasamlarini, beslendikleri fermente siit lirlinlerindeki bilesenlerin sagladigi hipotezini 6ne
surmustiir.

Probiyotikler sagliga ve insan refahina olan etkilerine bagli olarak farkli sekillerde
tanimlanmistir. Probiyotigi ilk kez 1965°te Lilly ve Stillwell “Bir mikroorganizma
tarafindan salgilanan ve bagka bir mikroorganizmanin biiylimesini destekleyen bilesikler”
olarak tamimlanuglardir. Parker ise “Intestinal dengeyi saglayan organizmalar ve
maddeler” olarak tanimlamistir. Fuller bu tanimlar1 modifiye ederek probiyotikleri



“Bagirsakta mikrobiyal denge saglayan, konaga yararl etkileri bulunan mikrobiyal besin
takviyesi” olarak tanimlamistir (Salminen 1999, Rusch 2002). Bu tanim Havenaar ve
Veld tarafindan gelistirilerek “Bagirsak mikrobiyota ozelliklerini gelistirerek hayvan
veya insana fayda saglayan canli mikroorganizmalar” seklinde almiglardir ve bu haliyle
kullanilmaktadir (Otles 2014).

Tim yas gruplarinda Ozellikle yasghlarda bagirsak mikrobiyotast ve onlarin
metabolitleri bagirsak sagligi ve hastaliklarinin diizenlenmesinde onemli goérev
yapmaktadir. Bagirsak mikrobiyotas1 degistiginde metabolik bozukluklar, diyabet,
bagirsak kanseri, enflamatuvar bagirsak hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
zayifliga neden olabilmektedir. Bagirsakta bulunan mikrobiyatanin metabolik
aktivitelerinin biiyiik ¢ogunlugunu anaerob bakteriler saglamaktadir. Ornegin, anaerob
bakteriler diyetle alinan karbonhidrat1 fermente etmesi sonucu kisa zincirli yag asitleri ve
bagirsak sagligini artiracak anyonlar olan asetat, propionat ve biitirat olusur. Ayrica
bakteriler triptofanin dahil oldugu aminoasitleri metabolize ederler. Beslenme ve sagligi

korumada bagirsak mikrobiyatasinin rolii olduk¢a komplekstir (Duncan ve Flint 2013).

Probiyotik aktiviteler ii¢ grupta toplanabilmektedir. Bunlardan ilki konak
savunmasinin giiclenmesidir. Probiyotik aktiviteler enfeksiyonel rahatsizliklar1 onler
veya tedavisine destek olur. Tiimoral hiicrelerin gelisimini engeller. Ikinci etkisi yararl
ve zararli mikroorganizmalarla siirekli etkilesim halindedir. Enfeksiyonlar1 onledigi i¢in
bagirsak mikrobiyatasinmn kararliligini devam ettirmesini saglar. Ugiincii probiyotik etki
ise toksin gibi mikrobiyal iiriinleri ve safra tuzu gibi konake1 iiriinlerini etkileyen
aksiyonlara dayanarak kendisini gosterir. Bu li¢ etki toksinlerin aktive edilmesini,
bagirsagin detoksifikasyonunu, enfeksiyona karsi direng saglar ve kanseri Onlemeye
yardimcidir. Bagirsak mikrobiyatasi ile konak arasinda fizyolojik denge olugmasini saglar
(Oelschlaeger 2010).

Probiyotik bakterilerin etkili olabilmeleri gastrointestinal sistemde ve epitel hiicre
duvarlarinda koloni olugturmalarina baglidir. Probiyotik bakteriler mukozadan salgilanan
mukoz madde igerisinde ¢ogalabilmektedir. Bu salg1 icerisindeki miisin maddesini enerji
kaynag1 olarak kullanabilmektedirler (Dogan 2012).

Gastrointestinal sistemde bakterilerin canli kalabilmeleri i¢in sindirim
enzimlerine, safra tuzuna ve pH’a kars1 dayanikli olmasi gerekir (Lee vd 2001, Farnworth
2005). Probiyotik bakteriler patojenlere karsi bagirsagi korumaktadir. Bunu da patojen
bakterilerle rekabete girerek bagirsak epitel  hiicrelerine yapisarak yaptigi
diistiniilmektedir (Timmerman vd 2004, Farnworth 2005).



2.3. Prebiyotik

Prebiyotikler probiyotik bakterilerin ¢ogalmasini ve aktivasyonunu saglayarak,
konaga yararli etki saglayan, sindirilemeyen gida katki maddesidir (Giilmez vd 2002, Lim
vd 2005, Scheid vd 2013) .

Gastrointestinal mikrobiyota bilesiminde veya aktivitesinde yararli degisiklikler
yapabilen seg¢ici olarak fermente edilen bilesiklerdir (Hopkins vd 2001, Farnworth 2008,
Duncan vd 2013). Prebiyotikler iist gastrointestinal bdlgelerde sindirilmezler, mide
enzimlerine karst direnglidirler, hidrolize edilmezler. Bagirsakta bulunan mikrobiyota
tarafindan fermente edilirler. Bagirsakta bulunan probiyotik bakteri potansiyelinin
bliylimesini ve aktifligini saglayarak konakgiya fayda saglarlar (Glenn ve Gibson 2008).

Prebiyotik etki, mikrobiyatanin lirettigi biitirat, asetat, propionat gibi kisa zincirli yag
asitleri ile tamimlanir. Bitirat, Clostridium, Eubacterium ve Ruminococcus cinsleri
tarafindan, asetat ve propionat laktik asit bakterileri Bifidobacterium ve Lactobacillus
cinsleri tarafindan iretilir. Prebiyotikler laktik asit bakterilerinin aktivitesini artirarak
immiin sistemdeki asetat ve propionat iiretimine pozitif katkida bulunur. Prebiyotikler
biitirat lireten bakterilerden ¢ok laktik asit bakterilerini aktiflestirmektedir. Propionat ve
asetat immiin sistem genlerinin ifadesinde anahtar rol oynarken, biitirat tek basina etkili
degildir. Cavaglieri’nin lenfosit kiiltiirleriyle yaptigi1 caligmada asetat, propionat ve
biitiratin yiiksek IL-10 seviyesinde etkili oldugu ancak biitiratin tek basina yeterli
olmadigint gormiistiir. Asetat ve propionat ayrica IgA ve dogal OSldiiriicii hiicre
aktivitelerini diizenler. Biitirat NF-k aktivasyonunu inhibe ederek inflamasyonu azaltir,
sitoplazmik inhibitor olan NF-kB seviyesini azaltir. Boylece proenflamatuvar sitokinler
inhibe edilir (Lim vd 2005, Gourbeyre vd 2011, Scheid vd 2013).

Insanlar yaslanma sirasinda kemik kiitlesinin Kkalitesini ve yogunlugunu
kaybetmektedirler. Bu da osteoporoz, dolasim ve solunum bozuklugu gibi rahatsizliklar
beraberinde getirmektedir. Sekil 2.1°de yaslanmanin meydana getirdigi fizyolojik
degisiklikler ve bu degisikliklere prebiyotiklerin olas1 etkileri gdsterilmistir (Scheid vd
2013).
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Sekil 2.1. Yashlikta meydana gelen fizyolojik degisiklikler ve probiyotiklerin olas1 etki
noktalar1 (Scheid vd 2013’ten uyarlanmistir)

2.4. Kefir

Tiirk Gida Koteksi’ne gore kefir, fermantasyonda spesifik olarak Lactobacillus
kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin degisik suslari ile laktozu
fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalar1 (Saccharomyces
unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) igeren kiiltiirler ya da
kefir danelerinin kullanildig1 fermente siit {iriinli olarak tanimlanmistir (Anonim 2009).

Kefir daneleri suda ¢oziinmezler, siite katildiklarinda siserler ve beyazlasirlar.
Kefir danesinin en Onemli 0zelligi fermantasyon bittiginde siiziiliip tekrar
kullanilabilmesidir (Yiiksekdag ve Beyatli 2003). Kefirin antibakteriyel etkisi pek ¢ok
arastirmaci tarafindan rapor edilmistir. Buna ek olarak kefir, tiiberkiiloz, kanser ve
gastrointestinal hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Tamime vd 2006). Kefir
laktozu sindiren mikroorganizmalara sahiptir. Bu yiizden bagirsaklarinda laktaz ya da
beta galaktozidaz enzimi yetersiz, laktoz intoleranst olan kisiler kefiri rahatlikla
tiikketilebilmektedirler (Farnworth 2008).

Kefir daneleri karnabahar goriiniimiinde olup probiyotik bakteri ve mayalarin
olusturdugu kompleks bir yapidir (Otles ve Cagindi 2003).



Sekil 2.2. Kefirin yapis1 (Wikipedia’dan alinmistir)

Kefir laktik asit, asetaldehit, aseton, etanol ve diger fermantasyon iiriinlerinden
olusan bir karisimdir. Fermantasyon boyunca laktik asit bakterileri laktozu laktik asite
cevirir. Laktoz fermantasyonunda mayalar CO> ve az miktarda etanol iiretir. Kefir danesi
laktik asit bakterisi ve mayalardan olusan daneli bir yapidadir. Bu dane kiiltiir baglatici
olarak kullanilarak kefir iiretimi yapilabilmektedir. Kefir yaklagik 24 saatte 20-25°C’de
tiretilir, 4°C’de muhafaza edilir (Ding 2008).

Kefir danesi egsiz protein ve ekzopolisakkarit kaynagidir. Bu ekzopolisakkarit
yapiya kefiran ad1 verilmektedir. Kefiran suda ¢oziiniir, D glukoz ve D- galaktoz igerir.
Ekzopolisakkarit yap, liriiniin dokusunu ve agizda alinan hissi yaratir (Angulo vd 1993,
Kok-Tas vd 2013).

Inek, keci, koyun, Hindistan cevizi, piring ve soya siitiinden kefir
yapilabilmektedir. Bunlar arasinda en ¢ok tercih edilen inek siitiidiir. Kefir danelerinin
fermantasyonu sonucu laktik asit, asetik asit, CO», alkol ve aromatik bilesikler
olugmaktadir. Tiim bu bilesenler kefirin gazli, asidik ve ferahlatic1 bir igecek olmasini
saglamaktadir. Kefir danelerinin saf kiiltiirler seklinde olusturulabildigine dair bir bilgi
heniiz yoktur. Farkli bolge ve kaynaklardan elde edilen kefir danelerinin mikrobiyal ve
biyokimyasal iceriginin de farkli olduklari bildirilmistir (Otles ve Cagind1 2003). Kefirin
kimyasal bilesimi Cizelge 1’de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Kefirin kimyasal bilesimi ve besin degeri (Otles ve Cagindi1 2003 ten

uyarlanmistir)
Bilesenler 100 G
Enerji 65 kcal
Yag (%) 3,50
Protein (%) 3,30
Laktoz (%) 4,00
Su (%) 87,50
Siit Asidi (g) 0,80
Etil Alkol (g) 0,90
Laktik Asit (g) 1,00
Kolesterol (g) 13,00
Fosfat (g) 40,00
Aminoasitler  (g)
Triptofan 0,05
Fenilanin+Trozin 0,35
Losin 0,34
[zolosin 0,21
Treonin 0,17
Metiyonin+ sistein 0,12
Lizin 0,27
Valin 0,22
iz Elementler
Demir (mg) 0,05
Bakir (pg) 12
Molibden (pg) 5,5
Mangan (ng) 5
Cinko (mg) 0,36

Mineral icerik (g)
Kalsiyum

Fosfor
Magnezyum
Potasyum
Sodyum

Klor

Vitaminler (mg)
A
Karoten
B1

B2

B6

B12
Niasin
C

D

E

0,12
0,1
12
0,15
0,05
0,1

0,06
0,02
0,04
0,17
0,05
0,50
0,09
1,00
0,08
0,11



Giizel-Seydim vd (2005) kefir danelerini elektron mikroskobu ile inceledigi
caligmalarinda (Sekil 2.3, Sekil 2.4, Sekil 2.5, Sekil 2.6, Sekil 2.7) kefir danesinin i¢
kisminda laktobasiller, mayalar ve lifli yapilar gozlemisler ve bu lifli yapilarin kefiran
olabilecegini one silirmiiglerdir. Arastirmacilar lifli yapinin i¢ kisimlarda daha fazla
goriildiigiinii bildirmislerdir. I¢ kisimda laktobasiller ve lifli yapinin bulundugunu ancak
mayalara rastlanmadigin1 goézlemlemislerdir. Bunun sebebinin ise mayalarin aerobik
canlilar oldugunu bu yiizden danenin dis kisimlarinda kolonize olduklarini
belirtmislerdir.

Sekil 2.3. Kefir danesinin i¢ kisminin elektron mikroskobundaki goriintiisii (Glizel-
Seydim vd 2005)

Sekil 2.4. Kefir danesinin dis ylizeyinin elektron mikroskobundaki goriintiisii (Giizel-
Seydim vd 2005)



Sekil 2.5. Kefir danesinin dig kisminin elektron mikroskobu goriintiisii (Giizel-Seydim
vd 2005)

Sekil 2.6. Kefir danesinin dig kisminin elektron mikroskobu goriintiisii (Giizel-Seydim
vd 2005)
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Sekil 2.7. Kefir danesinin i¢ kisminin elektron mikroskobu goriintiisii (Giizel-Seydim vd
2005)

Kefirin kimyasal ve mikrobiyal icerigi hazirlandig1 ortam sartlarma gore
degiskenlik gostermektedir (Sarkar 2008, Farnworth 2008). Kefir iiretimine etki eden
faktorler Sekil 2.8de gosterilmistir.
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Baslangic Materval Degiskenleri

Stitiin tlirt
Yag seviyesi Kefirin Karakteristik Ozellikleri
Inokiilasyon formu
Inokiilasyon seviyesi Lezzet
Doku
Siirec Degiskenleri Kimyasal Bilesenler
Mikrobiyal Bilesenler

Fermentasyon sicakligi
Fermentasyon siiresi

Danenin uzaklastirilmasi
Olgunlasma siiresi ve sicaklig1

Lezzet ilavesi
Depolama stiresi

Sekil 2.8. Kefirin karakteristik 6zelliklerini belirleyen faktorler (Farnworth 2008’den
uyarlanmigtir)

Kefir danelerindeki mikrobiyal ¢esitlilik mikrobiyolojik ve molekiiler tekniklerle
pek cok kez arastirilmistir. Tespit edilen bakteri ve maya tiirlerindeki ¢esitlilik kompleks
bir mikrobiyal yapiy1 gostermektedir.

Kefir daneleri bakteri ve mayalarin simbiyotik iliski i¢inde olduklar1 essiz bir
ekosistemi temsil etmektedir. Kefir danelerindeki karmagik mikrobiyal topluluk kefirin
orjinine bagl olarak 50°den fazla ¢esitli bakteri ve maya tiirlerini icerebilmektedir (Sarkar
2008, Pogacic vd 2013). Bu tiirlerin ¢cogunlugunu laktik asit bakterileri, asetik asit
bakterileri ve mayalar olusturmaktadir. Arastiricilarin verdigi bu sayilar metagenomik
tekniklerin gelismesiyle artacaktir ancak giinlimiizde sabit bir tiir sayis1 tam olarak
belirlenememektedir (Pogacic vd 2013).
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Cizelge 2.2. Kefir danelerindeki mikrobiyota (Pogacic vd 2013 ten uyarlanmstir)

Mikroorganizma Referans
Acetobacter fabarum Gao, 2012
Acetobacter lovaniensis Unsal, 2008
Acetobacter syzygii Unsal, 2008
Acinetobacter Gao, 2013
Bifidobacterium spp Leite, 2012
Candida inconspicua Simova, 2002
Dysgonomonas Gao, 2013
Enterococcus faecium Unsal, 2008

Geotrichum candidum

Timara, 2010

Gluconobacter japonicus

Miguel, 2012

Halococcus spp. Leite, 2012
Kazachstania aerobia Magalhaes, 2011
Kazachstania exigua Zhou, 2009
Kazachstania unispora Zhou, 2009
Kluyveromyces lactis Zhou, 2009
Kluyveromyces marxianus Zhou, 2009

Kluyveromyces marxianus var.

Simova, 2002

Lachancea meyersii

Magalhaes, 2011

Lactobacillus amylovorus Leite, 2012
Lactobacillus brevis Simova, 2002
Lactobacillus buchneri Leite, 2012
Lactobacillus casei Zhou, 2009

Lactobacillus paracasei

Magalhaes, 2011

Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum

Magalhaes, 2011

Lactobacillus crispatus

Simova, 2002

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Leite, 2012
Lactobacillus helveticus Unsal, 2008
Lactobacillus kefiranofaciens Unsal, 2008
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens Leite, 2012
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. Kefirgranum Leite, 2012
Lactobacillus kefiri Unsal, 2008
Lactobacillus parabuchneri Magalhaes, 2011
Lactobacillus parakefiri Leite, 2012
Lactobacillus plantarum Gao, 2012

Lactobacillus satsumensis

Miguel, 2012

Lactobacillus uvarum

Miguel, 2012

13

(Devami Arkada)




Cizelge 2.2 nin devami

Lactococcus lactis subsp. cremoris Zhou, 2009
Lactococcus lactis subsp. lactis Unsal, 2008
Leuconostoc lactis Gao, 2012
Leuconostoc mesenteroides Unsal, 2008
Pelomonas Gao, 2012
Pichia fermentans Wang, 2008
Pichia guilliermondii Gao, 2012
Pichia kudriavzevii Gao, 2012
Pseudomonas putida Zhou, 2009
Saccharomyces cerevisiae Zhou, 2009
Saccharomyces martiniae Zhou, 2009
Saccharomyces turicensis Wang, 2008
Saccharomyces unisporus Zhou, 2009
Shewanella Gao, 2012
Streptococcus thermophilus Simova, 2002
Weissella Gao, 2012
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2.5. Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans toprakta serbest halde yasayan cesitli toprak bakterileri
ve mayalar ile beslenen bir nematoddur (Engelmann vd 2010). Hermafrodit ve erkek
olmak tizere iki cinsiyete sahiptir. Hermafrodit C. elegans’lar yumurta ve sperm iireterek
kendi tiretkenligini kendisi saglayabilmektedir. Yetigkinlerin boyu 1 mm uzunlugundadir
(Sekil 2.1). Yetiskin hale gelmeleri laboratuarda E. Coli ile beslenerek 20°C’de 3 giin
siirmektedir. Ureme hiicreleri hari¢ 600 hiicresi bulunmakta olup bunlarm yaris1 da
noronal sisteme aittir (Brenner 1973). Yetiskin bir nematod ¢esitli tipte dokularda olmak
tizere yaklasik olarak 1000 hiicreye sahiptir (Corsi vd 2006). Kiiltiirde erkek bireyler de
bulunabilmektedir (Brenner 1973). C. elegans’larin yasamasi i¢in uygun sicaklik 16°C ile
25°C arasinda degisebilmektedir. 20°C laboratuvar ¢alismalari i¢in uygun bir sicakliktir
(Byerly vd 1976).

Sekil 2.9. Yetiskin hermafroditin anatomisi a) Yetiskin hermafrodit sol yanal resmi b) Sol
yanal kismindaki anatomik yapmin sematik ¢izimi Olgek 1:0.1 mm (Altun
2009°dan uyarlanmistir)

C. elegans genetik analizler ve dmiir uzunlugu calismalari i¢in uygun bir canlhidir
(Maglioni vd 2014). Genel olarak avantaj1 kii¢iik olmasi, hizl1 yasam donglisii ve kendi
tiretkenligini saglayabilmesidir (Brenner 1973, Petersen vd 2015). Son 40 yilda C.
elegans yaglanma caligsmalarinda daha sik kullanilan bir model organizmadir. C.
elegans 1n toplam yasam siiresi ortalama 20 giin kadardir. Yasli C. elegans’larin fiziksel
aktiviteleri azalmakta, hareketleri kolay gozlenebilmekte ve sonunda hareketsiz
kalmaktadirlar. Yaslanmada meydana gelen fiziksel degisiklikler lipofuksin varligi, koyu
pigmentler, vakuol benzeri yapilar ve okside proteinlerin varligindaki artistir. Besin
azliginda, popiilasyondaki birey sayis1 ¢ok fazla arttiginda ve ortam sicakligi
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degisimlerinde larva nematodlar kendilerini koruma altina almaktadir. Bu evreye dauer
larva donemi denilmektedir (Hu 2007). Dauer formda nematodlarin oral agikliklari
kapalidir, bu evrede beslenmezler (Vanfleteren ve Braeckman 1999). Agzinin kapali olur
ve farinks pompasinin ¢alismaz, ama bu donemde optimum olmayan ¢evre sartlarinda
yasamlarini siirdiirebilirler, yani aktiftirler (Riddle vd 1981).

Yetiskin (1110-1150 pum)

(yumurta verebilir)

uterusta geh;me yumurta Gastrula
geng yetiskin (150 di) evresinde atilir

(90o 940 um) ilk bolinme (40 Dk) yaklasik olarak 30 hiicreli
Ldfyetiskin cq virgiil yapist
13 saat % 0 \
A L4 (620 -650 pm)
\\\ — -

Uterus disinda
gelisim

10-12 saat \ \
4 aya kadar 2 kat
§ saat
Dauer (400 um)

L3 (490-510 um) \ 3 kat
\\/A\_/ Dauer Oncesi

legisimi be oklugu /
e ¢ sicaklik L1 (250 um)
9 saat L2 (360-380 um) stres ,\N Catlama

14 saat

Sekil 2.10. C. elegans’in 20°C’deki hayat dongiisii (Mavi renkteki yazilar kurtgugun
bulundugu evreyi gecirme siiresini vermektedir. i1k béliinme fertilizasyondan
sonra yaklasik 40 dakika i¢inde ger¢eklesmektedir. Yumurta ilk boliinmeden
yaklagik 150 dk sonra gastrula evresinde disar1 atilmaktadir. Yumurtanin
catlamas1 gastrula evresinden 10-12 saat sonra ger¢eklesmektedir.
Kurtcuklarin boyutlar1 her evrede isminin yaninda mikrometre cinsinden
verilmistir.) (Altun 2009°dan uyarlanmigtir)

C. elegans’in yasam dongiisii, embriyonik donem, 4 larval donem (L1, L2, L3,
L4) ve yetigkinlik evrelerinden olugmaktadir. Her larva doneminden sonra kurtguklar
derilerini degistirir. Deri degisim doneminde kurtcuklarin farinks pompasi durur ve kisa
bir uyku haline gecerler. Bu uyku donemine “lathergus” ismi verilmektedir (Raizen vd
2008).
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C. elegans biyolojik yaslanma ¢alismalarinda oldukga bilgi saglamis bir model
organizmadir. Bu bilgilerden bir kism1 6zellikle yaslanma ile ilgili hiicresel yolaklarin
biyokimyasal ayrintilaridir. Bu ayrintilar 6zellikle mutasyon c¢alismalariyla ortaya
cikarilmislardir. C. elegans’ta yaslanmay1 diizenleyen daf-2 gen yolagi en iyi karakterize
edilmis yolaklardan birisidir (Morley ve Morimoto 2004). Daf-2 aktivitesinin artmasi
yetiskinlerde 6mriin kisalmasina neden olmaktadir. Bunu ¢atal transkripsiyon faktorii daf-
16’y1 inhibe ederek gerceklestirir (Millet ve Ewbank 2004). Daf-16 hiicre dongiisii
kontroliinde, strese yanitta, biiyiimede ve yaglanmada anahtar rol oynamaktadir (Accili
vd 2004, Oh vd 2006). Bu yolak C. elegans yasam uzunlugu ile karakterize edilmistir
(Ewbank vd 2006).

Insiilin benzeri sinyaller metabolizma, gelisim ve yasam uzunlugunu diizenler. Bu
sinyal yolagi FOXO transkripsiyon faktorii daf-16’nin aktivitesini negatif olarak diizenler
(Lee vd 2001).

Nematodun yasam uzunlugunu artiran en Onemli mutasyonlardan biri
insiilin/IGF-1 sinyal kaskadinda meydana gelen mutasyondur. Stres sonucu veya
instilin/IGF-1 sinyal yolagmin inaktivasyonu sonucu daf-16 hizlica nukleusa geger. Daf-
16’nin asir1 ifades-1 bilylimede yavasliga ve strese karsi direngte artisa neden olur (Olsen
vd 2006). Strese kars1 koruma ve dauer evresindeki faaliyetleri bilinse de daf-16 hedefleri
tam olarak aydinlatilamamistir (Murphy 2006).

Nematod C. elegans’in dauer formu, stres direnci ve yasam uzunlugu daf-2, age-
1 ve daf-16 tarafindan kontrol edilir. Daf-2 ve age-1 mutasyonlari 1s1, oksidan ve
ultraviyoleye kars1 direnci artirir (Barsyte vd 2001). Bu mutasyona sahip nematodlarin
molekiiler saperon HSP-16’s1 yiiksek seviyelerde gézlenmistir (Olsen vd 2006). Age-1
geninde meydana gelen mutasyon 1s1 sokuna direng gostererek % 65 Omiir uzunlugu
saglar. Bu etki daf-16 geninin aktivitesiyle benzer etki gostermektedir (Walker ve
Lithgow 2003).

Insiilin/insiilin benzeri sinyaller &miir uzunlugunu belirlemede 6nemli rol
oynamaktadir ancak hangi yollarin ne kadar etkili oldugu tam olarak agiklanamamustir.
C. elegans’ta insiilin/insiilin  benzeri sinyal yolaklarindaki mutasyonlar omrii
uzatmaktadir. Bu mutasyonlar 1s1 soku proteinleri de dahil olmak iizere pek cok stres
yanit1 olusturan genlerde meydana gelmektedir (Morley ve Morimoto 2004). Baslica 1s1
soku preoteinleri 5 grupta toplanmistir. Bunlar HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 ve kiigiik
1s1 soku proteinleridir (Kim vd 1998). Is1 soku proteinleri normal gelisim donemlerinde
mevcuttur ancak 1s1 sokunda veya diger stresler altindayken tiretimleri artar. C. elegans’ta
15 adet 1s1 soku proteini bulunmaktadir ve bunlardan 4 tanesi HSP16-1, HSP16-2,
HSP16-41, ve HSP16—48 yalnizca stres altindayken bulunmaktadir (Leroux vd 1997). C.
elegans’in HSP-16 ekspresyonunu 6l¢gmek i¢in 35°C’de 6ldiiriicii olmayan 1s1 sokuna tabi
tutuldugu bir ¢alismada, nematodlar olusan HSP seviyelerine gore gruplandirilmis ve
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yiiksek seviyede HSP iceren kurt¢uklarin daha uzun yasadig: tespit edilmistir (Rea vd
2005). Is1 soku protein ailesinin sentezledigi proteinler hiicrenin gesitli ¢evresel streslere
kars1 cevap vermesini saglar ve hiicrenin yasamini devam ettirmesinde gereklidirler.
Oldiiriicii derecede olmayan 1s1 deneylerinde bu diren¢ mekanizmalar1 uyarilabilir. Bu
deneyler termotolerans (1s1 stresi) deneyleri olarak adlandirilirlar (Li vd 1982).

Is1 soku proteinleri basta sicaklik olmak tlizere ¢evresel ve biyokimyasal strese
kars1 proteinlerde olusan yanlis katlanmalar1 ve birikimleri dengelemeye calismaktadir
(Prahlad vd 2008). Yokoyama 2002’de hsp-70, Walker 2003’te hsp 16 genlerinin C.
elegans’larda asir1 ekspresyonlart sonucu yasam uzunlugunu artirdigini bildirmislerdir.
Is1 soku proteinlerinin artan ifadesinin termal stres altindayken yapildig: bilinmektedir.
Arkasindaki yolaklar tam olarak aydinlatilamasa da laktobasillerin bagirsak bariyerindeki
koruyucu etkisini 1s1 soku proteinleri ile sagladigina inanilmaktadir (Liu 2013).

Organizmalar evrimsel olarak ¢evresel strese karsi direng gOstermeye adapte
olmusglardir. Bu diren¢ mekanizmalarinin i¢ginde en ¢ok c¢alisan 1s1 sokuproteinleridir.
Tliim organizmalar 1siya yanit olarak 1s1 soku faktorlerini sentezlemelerine ragmen,
sentezlenen proteinlerin dengesi ve dnemi organizmalar arasinda farklilik gostermektedir
(Queitsch vd 2000). Strese yanit olusturan molekiiler saperonlar, ubikitinlerin direkt
olarak yasam uzunlugunu diizenledigi pek cok arastirici tarafindan one stirilmistiir.
Yapilan son c¢alismalarda 1s1 soku faktorlerinin yasam uzunlugunu diizenledigini
gostermistir (Morley ve Morimoto 2004).

2.5.1. C. elegans bagisiklik sistemi

C. elegans’in ¢ok c¢esitli toprak bakterileriyle ve mayalarla beslenebilen bir
nematod olmasindan dolayi, calismalar sirasinda konak patojen etkilesimlerinin dikkate
alimmas1 gerekebilir.

Omurgalilarda hiicresel ve hiimoral mekanizmalar antimikrobiyal savunmada rol
oynarken, C. elegans’ta hiicresel bagisiklik bulunmamaktadir (Millet ve Ewbank 2004).
Sineklerde ve memelilerde fungal ve bakteriyel enfeksiyona karsi savunmada Toll yolag:
onemli rol oynamaktadir (Rutschmann vd 2002). C elegans’ta bu yolagin homologu
heniiz tam olarak tanimlanamamustir, ancak homolog genlerin bulundugu ve bu yolagin
bir kismina nematodlarin sahip oldugu diisiiniilmektedir (Fallon vd 2011).
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Sekil 2.11. C. elegans’ta antimikrobiyal savunma a) C. elegans’in basit anatomisi
(Ogiitiicii, nematodun normal diyette yedigi bakterileri mekanik olarak
parcalar. Ust deri nematodu sarar ve ¢evreden gelecek bakteriyal saldirilara
kars1 nematodu korur. Viicut boslugu alt deri ve bagirsak hiicrelerini
birbirinden ayiran i¢i sivi dolu yapidir.) b) C. elegans’in bagirsak
bagisikliginin hiicresel yapisin1 gosteren model (Ortamda patojen varligi
duyusal noronlarla algilanir. Enfeksiyon durumunda bagirsak liimenindeki
bir mekanizmanin savunma reaksiyonunu tetikledigi diistiniilmektedir.
Bagirsak liimeni ve viicut boslugundaki sinir sistemi elemanlar1 LYS-8 gibi
antimikrobiyal proteinler salinmasini saglar.) (Millet ve Ewbank 2004’den
uyarlanmistir)

2.5.1.1. C.elegans bagisiklik sisteminde rol oynayan yolaklar

TGEF-b yolagi: C. elegans’ta enfeksiyon sonrasinda LYS-1, LYS-7, ve LYS-8 lektin ve
lizozimleri iretilir. Lys-1’in asir1 ifadesi sonucu S. marcescens’e karsi direng arttirilir
(Millet ve Ewbank 2004). Diger bir lizozim olan LYS-8 TGF-b biiylime faktoriinii
kodlayan dbl-1 tarafindan kontrol edilir (Mochii vd 1999). Dbl-1 mutantlar1 bakteri
enfeksiyonuna kars1 asir1 duyarlidir (Millet ve Ewbank 2004 ).

Daf yolagi: Biiylimede ve yaslanmada 6nemli rol oynayan daf yolagi bagisiklik sistemi
i¢cin de gereklidir. Daf-2 mutantlarinda bakteri tasima kapasiteleri yabani tipe gore daha
diisiiktiir. Bu mutantlarda antibakteriyel lizozimleri kodlayan lys-7 ve lys-8 genlerinin
ifadesinin azaldig1 gorilmiistiir (Murphy vd 2003). Lys-7 ve lys-8, daf-16 hedefleridir.
Daf-16’nin  diger hedefleri detoksifikasyon, oksidatif strese direng, anti stres
mekanizmalaridir. Daf-2 mutantlarinda bu genler upregiile edilmistir (arttirilmistir).
Boylece enfeksiyonlara, yiiksek 1siya, ultraviyole 1sinlara, hipoksiye, agir metallere karsi
direng gosterip uzun yasamaktadirlar (Millet ve Ewbank 2004).
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MAPK yolagi: Tiim okaryotik hiicrelerde bulunur. Uyaranla aktive olan MAPK yolagi
hiicrelerin ¢oklu ve farkli uyaranlara karsi cevap vermesini saglar. Memelilerde bulunan
MAPK yolagi, biiylime faktorleri, hormonlar, tiimor nekroz faktor sitokinleri ve osmotik
basing, radyasyon, iskemik hasar gibi ¢evresel streslerle birlikte aktive olabilmektedir
(Krishna ve Narang 2008). MAPK yolagiin diizenlenmesinde sorun ¢iktiginda kanser,
beyin ve bagisiklik sisteminde hasar goriilebilmektedir (Gerits vd 2007, Wagner ve
Nebrada 2009).

C. elegans’taki pek ¢ok noron bilateral simetrik yapidadir. Nys-1 geni bu simetrik
yapiy1 saglamaktadir. Bunun yaninda nys-1, sek-1 ve pmk-1 genleri ile birlikte C.
elegans’in bagirsak bagisiklifinda da etkilidir. Bunlarin yaninda unc-43’te meydana
gelen mutasyonlarin etkisi heniiz anlagilabilmis degildir (Sakaguchi vd 2004).

C. elegans ve patojen P. aeruginosa tiirleriyle yapilan bagisiklik ¢alismalarinda
Bacillus megaterium ve Pseudomonas mendocina bakterilerinin koruyucu etkisi
gosterilmistir. Bu bakteriler p38 MAPK kaskadinin merkezine etki ederek nematodun
yasamini siirdiirmesini saglamistir (Petersen vd 2015).
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Sekil 2.12. C. elegans bagirsak bagisikliginda bakteri enfeksiyonuna karsi savunma

yapan ii¢ onemli yolak a) TGF B yolagi (TGF B homologu DBL-1
heterodimerik reseptor SMA-4/DAF-16’ya baglanir. Smad proteinleri SMA-
2, SMA-3, SMA-4’e sinyal gonderir. Savunmanin yaninda bu yolak viicut
uzunlugunun diizenlenmesinde LON-1 proteini ile erkek kuyrugunun
gelismesinde MAB-21 proteini ile etkilidir. Bunlarin yaninda MEF-2
transkripsiyon faktoriiniin fonksiyonu heniiz bilinmemektedir.) b) Daf-2
yolag1 (Daf-2 reseptorii ligandi INS-18 baglandiginda fosfotidilinositol-3-OH
kinaz AGE-1’1 aktive eder. AGE-1 fosfotidilinositol bifosfatin (PiP2)
fosfotidilinositol trifosfata (PiP3) doniismesini katalize eder. PiP3 AKT-
1/AKT-2 (AKT-1/2) kompleksine baglanir. Ayni anda PDK-1 kinaz1 PiP3
tarafindan fosforlanir ve AKT-1/2 kompleksini aktive eder. Daf-2 negatif
mutantlarinda bu yolak aktif degildir. Daf-16 fosforlanamaz ve
antimikrobiyal genlerin ¢alismasi i¢in nukleusa taginir. Lizozim geni lys-8,
DBL-1/TGF-B ve daf-2 yolaginin kontrolii ile ifade edilir.) c) p38 MAPK
yolag1 (Enfeksiyon ve strese karsi direng saglayan diger bir yolak p38 MAPK
yolagidir. PMK-1 memeli p38 MAPK ile homologtur. Bu yolaktaki NYS-
1/MAPK kinaz ve SEK-1/MAPK kinaz néronlarda Ca*? kalmodulin bagimli
protein kinaz I unc-43 geni tarafindan kontrol edilir. NYS-1-SEK-1-PMK-1
yolag1 patojene karsi direnci unc-43’ten bagimsiz olarak diizenlemektedir.
NYS-1-SEK-1-PMK-1 SKN-1 ile birlikte arsenik direncinde gorev alir.
Patojen direnci i¢cin SKN-1 proteinine gerek duyulup duyulmadigi heniiz
belirlenememistir. Bu iic yolagin bir noktada birbiri ile iliski i¢inde
olabilecegi diigiiniilmektedir. AKT nin NYS-1’1 fosforlayarak negatif etki
gostermesini sagladigr diistintilmektedir.) (Millet ve Ewbank 2004’den
uyarlanmigtir)
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C. elegans 'ta MAPK yolagi noronal hiicre gelisiminde, patojenlere kars1 direngte
ve stres yanitinda caligmaktadir. Tir-1 geni C. elegans’in patojene karsi direngte ve
noronal gelisimde gerekli olan gendir. Burada hangi bilesenlerin ayni anda ndronal
gelisim ve bagisiklikta birlikte rol aldigi bilinmemektedir. Niikleer translokasyonun
transkripsiyon faktorii SKN-1 in PMK tarafindan fosforile edilmesiyle gcs-1 geni ifade
edilmesiyle ve strese kars1 yanit olustugu bilinmektedir (Sakaguchi vd 2004, Inoue vd
2005).

Son yillarda daha uzun olmasa da en azindan daha saglikli bir insan 6mrii
garantilemek i¢in Oncelikle biyolojik yaslanmanin altinda yatan nedenleri aragtirmak ve
daha sonra bu nedenlere miidahale yontemleri gelistirmek gercek bir bilimsel amag
olmustur. Bu amagla da pek ¢ok model organizma kullanilarak cok degisik deney
tasarimlari yapilmistir ve yapilmaya devam edilmektedir.

Bizim c¢alismamizda uzun omiirliiliik ickisi olarak bilinen kefirin (dane ve kiiltiir
cesitleri), model organizmamiz C. elegans’in besini olarak kullanildiginda nasil bir etki
gosterecegi arastirilmustir. Strese verilen organizmal cevabin uzun omiirliiliikle iligkili
olmasindan dolay1 ¢aligmamizda 1s1 stresi uygulamasi ve 6lene kadar takip olmak iizere
iki grup caligma yapilmasi amag¢lanmistir. Ayrica verilerimizi yorumlarken ortalama ve
maksimum Omiir uzunlugu hesaplamalar1 yapilmasi planlanmstir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasal Malzemeler
3.1.1. Reaktifler

C. elegans’in yasam ortam1 olan NGM (Nematod Biiylime Ortami)’in
hazirlanmas1 i¢in; Agar (Merck), NaCl (Merck), Bacto-peptone (Merck), MgSO4
(Merck), Etanol (Merck), Kolesterol (Amresco), CaCl. (Merck), KH2PO4+/K>HPO4
tamponlar1 (Merck), OP50 bakterisinin {iretilmesi i¢in Bacto Tryptone (Merck), Yeast
Extract (Merck), yumurtalarin erginlesmesini 6nlemek i¢in FUDR (Fluorodeoxyuridine)
(Alfa Aesar) kullanildi. Mikrobiyolojik analizler i¢in; Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Merck), Plate Count Agar (PCA) (Merck),Yeast Extract Glucose (YGC) Agar (Merck),
Violet Red Bile (VRB) Agar (Merck), M17 Agar (Merck) kullanildi.

3.1.2. Petri kaplan
Deneylerde IsoLab firmasina ait 85 mm ¢apli petri kaplar1 kullanildi.
3.2. Caenorhabditis elegans Kiiltiiriiniin Siirdiiriilmesi

Tim Caenorhabditis elegans c¢alismalart www.wormbook.org’da yer alan
uygulamalara gore gerceklestirildi. C.elegans laboratuvar kosullarinda Escherichia coli
bakterisinin OP50 susu ile beslenerek yasamini devam ettirir (Brenner 1974). NGM’li
petrilerin tizerine E.coli OP50 (9,52 log/kob/ml) eklendi, kurumasi beklendi ve yas
gruplara gore senkronize edilen C.elegans transferi yapildi. C. elegans kiiltiirleri
20°C’lik NUVE ES 120 model 1sitmali-sogutmali inkiibatorde siirdiiriildii. Takip ve
sayimlar Soif Optical Instruments marka stereo mikroskopta yapildi.

3.3. C. elegans’in Alim

Calisma icin N2 (yabanil tip) Bristol susu C. elegans ve Escherichia coli OP50
susu “Caenorhabditis Genetic Center at the University of Minnesota”’dan satin alindu.

3.4. NGM (Nematod biiyiime ortami) Hazirlanmasi
C. elegans’in yasama ortami olan NGM’in hazirlanmasi i¢in; 3 g NaCl, 2,5 g
pepton, 17 g agar dH>O ile 1L’ye tamamlandi1 ve otoklavlandi. Otoklav isleminden sonra

25 ml 1 M KH2POg4, 1 ml 1 M MgSQOg4, 1 ml 1 M CaCl; ve 1 ml 5Smg/ml kolesterol eklendi.
Tiim maddeler karistirildiktan sonra 85 mm’lik petrilere dokiildii ve sogumaya birakildi.
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Omiir uzunlugu deneyinde kurtcuklarin yumurtlayip yeni nesil ile karismamasi
icin NGM hazirlanirken i¢ine 5-Fluoro-2'-deoksiiiridin (FUDR) eklendi. 25 mM FUDR
stok hazirlamak i¢in 153,8 mg FUDR 25 ml distile suda ¢6zdiiriildii.

Peride katilasmis NGM iizerine, LB (lutrient broth) i¢inde ¢cogaltilan E. coli OP50
bakterisi kontrol grubu olarak ve denedigimiz dane kefir ve kiiltiir kefirler 100 pl olacak
sekilde damlatild1 ve kurumaya birakildi, yani bir besin ¢imenligi olusturuldu. Kuruyan besin
tizerine kurtguklar aktarildi ve canlilik takibi yapildi.

3.5. Yumurta Toplama Islemi

Yumurta toplama ile tiim kurtcuklarin ayni yas grubuna gore senkronize bir
sekilde biiyiimeleri saglanir. izolasyon islemi i¢in petri kaplarinda bulunan kurtguklar ve
yumurtalar1 3,5 ml steril saf su ile toplandi. Kurt¢uklar su ile birlikte 15 ml’lik santrifuj
tiiplerine alindi. Hemen ardindan iizerine taze hazirlanmis 0,5 ml 5 N NaOH ve 1 ml
camasir suyu karisimi eklendi ve karistirildi. Tiipler 2 dakikada bir 10 saniye boyunca
vortekslendi. Bu islem 5 kere tekrarlandi. Vorteks isleminden sonra tiipler 3500 rpm de
30 saniye santrifuj edildi. Santrifuj sonrasinda ¢okeltiye dokunulmadan 1 ml seviyesine
kadar dokelti alinip atild, tiipe 1 ml steril distile su eklendi, pipetaj yapildi, tekrar 3500
rpm de santrifuj edildi. Bu islem 3 kez tekrarlanarak yikama yapildi. Santrifuj islemi
tamamlandiktan sonra tiipte 0,5 ml s1v1 kalacak sekilde dokelti atildi. Cokeltiye nazikge
pipetleme yapildi, kurt¢uk yumurtalar1 pastor pipetiyle besiyerine damlalar halinde
birakildu.

3.6. Kefir Alim

Dane kefir Adeniz Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Laborauvari’ndan
alind1. Kiiltiir kefir liyofilize halde Danisco (Danimarka) marka olarak Tiirker Endiistri
Teknik Makine ve Tic. Ltd. Sti.’nden alindu.

3.7. Dane Kefirin Hazirlanmasi

Yiizde 3 oraninda tartilmis kefir daneleri 25°C’deki pastorize inek siitii igine
konularak fermentasyon baslatildi. Fermantasyon 25°C’de yar1 karanlik ortamda
siirdiiriildii. Fermantasyon siirecinde pH takibi yapildi. Insan tiiketimi igin en uygun deger
olan pH 4,6 seviyesine geldiginde fermantasyon durduruldu. Kefir danesi siiziilerek bir
sonraki kullanim i¢in ayrildi. Dane kefir, her gerekli oldugunda tartilip siitiin i¢ine
konularak istenildigi miktarda kefir istenildigi giinde tiretildi.

Fermantasyon sonucu istenilen pH seviyesine ulasan kefirler 15 ml’lik santrifuj
tiiplerine alarak 2000 rpm’de 30 sn santrifuj yapildi. Elde edilen berrak dokeltilerden
NGM’li petrilere aktarilarak ekimler gerceklestirildi. Cokeltinin igerisinde kazein
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bulunmasi mikroskop altinda opak bir goriintiiye neden olarak mikroskop altinda birey
sayimmini engellediginden ¢okelti kullanilmadi.

3.8. Kiiltiir (Starter) Kefirin Hazirlanmasi

Kiiltiir kefir tiretimi i¢in 1 L pastdrize inek siitiine 0,005 g liyofilize kefir eklendi
ve fermantasyon baslatildi. Fermantasyon 25°C’de yar1 karanlhk ortamda siirdiiriildii.
Fermantasyon siirecinde pH takibi yapildi. Insan tiiketimi icin en uygun deger olan pH
4,6 seviyesine geldiginde fermantasyon durduruldu. Kiiltiir kefirde dane kefirde oldugu
gibi dane yapis1 gozlenmediginden herhangi bir stizme islemi yapilmadi. Bu nedenle bu
kefirden yeni kiiltiir mayalamasi yapilmadi, her seferinde liyofilize kiiltiir tartilarak iglem
tekrarlandi.

Fermantasyon sonucu istenilen pH seviyesine ulasan kefirler 15 ml’lik santrifuj
tiiplerine alinarak 2000 rpm’de 30 sn santrifuj yapildi. Elde edilen dokelti ile NGM’li
petrilere ekimler gerceklestirildi. Cokeltinin icerisinde kazein bulunmasi mikroskop
altinda opak bir goriintiye neden olarak mikroskop altinda birey sayimini
engellediginden yine ¢okelti kullanilmada.

3.9. Is1 Stresi (Termotolerans) Deneyi

C. elegans’lar senkronize edildikten sonra geng yetiskin olduklarinda E. coli,
kiiltiir kefir ve dane kefir bulunan petrilere aktarildi. Petriler 20°C’ye ayarli inkiibatorde
24 saat maruziyete (beslenmeye) birakildi. Bir giin sonunda petriler 37°C’ye ayarl etiive
kaldirildi. Her iki saatte bir olmak {izere canli-6lii sayim yapildi. Olii kurtguklar &ze ile
almarak uzaklastirildi. Sayima biitiin kurtguklar Sliip petriden uzaklastirilana kadar
devam edildi. Calismaya E.coli de 298 birey, kiiltiir kefirde 295, dane kefirde 298 bireyle
baslandi, petrilerden kacan kurtguklar sayim dis1 tutuldu. Calisma iki kez yediser tekrarl
olmak iizere gerceklestirildi.

3.10. Normal Sicakhiktaki Yasam Siiresi Deneyi

Normal sicaklig1 yasam siiresi deneyi C. elegans’in yasam siiresi boyunca 20°C’ye
ayarli inkiibatorde gerceklestirildi. Her giin ayni1 saatte canli-6lii kurtguk sayimi yapilarak,
Olenler 6ze yardimiyla uzaklastirildi. E. coli’de 267, kiiltiir kefirde 121, dane kefirde 280
birey ile deneye baslandi, petriden kagan kurtguklar sayima dahil edilmedi.

Yeni nesillerin birbirleriyle karisarak deney dogrulugunu ve sayimi etkilememesi
adina Omiir uzunlugu deneylerinde embriyo gelisimi ve yumurtalarin catlamasi
engellenmelidir. Bu nedenle besiyeri hazirlanirken i¢ine 10 pg/ml FUDR (5-Fluoro-2’-
deoxyuridine) eklendi. FUDR DNA sentezini inhibe ederek embriyo gelisimini engelledi.
Calisma ti¢ kez yediser tekrarli olmak {izere gerceklestirildi.
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3.11. Mikrobiyolojik Analizler

Calisilan kefir 6rnekleri igerisinde bulunan mikroorganizmalarin grup ¢esitleri ve
bunlarin yogunluklarint (koloni olusturan birim (kob)) bulmak amaciyla tim
mikrobiyolojik analizler Ebner vd (2015) metoduna gore yapildu.

Mikrobiyolojik analizler E. coli ve her iki kefir o6rnegi i¢in kiiltiirel sayim
yontemine gore yapildi. Kob sayimini kolaylastirmak amaciyla seyreltmeler (diliisyonlar)
Ringer soliisyonu ile yapildi. Ringer soliisyonunu hazirlamak icin 1 adet ringer tableti
(Merck) 500 ml distile suda ¢ozdiiriildii. Bu ¢ozelti 9 ml olacak sekilde steril cam tiiplere
boliindi. Diliisyonlar bir seri 107!, 102, 103, 104, 107, 10°, 107, 10® olacak sekilde
hazirlandi. Her bir diliisyondan ¢ift ekim yapildi.

3.11.1. E. coli sayim1

E. coli sayimi i¢in LB Agar besiyerine dokme plak yontemi ile 10°-1078
diliisyonlu bakteri ekimi yapild1, 37°C’de 1 giin siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu
olusan koloniler sayild1 ve fotograflandi ve mililitredeki ortalama kob sayist hesaplandi.

3.11.2. Laktobasil sayimi

Laktobasil sayim1 i¢cin Man Rogosa Sharpe Agar (MRS) (pH 6,5) besiyerine
dokme plak yontemi ile 10-3-1077 diliisyonlu kefirlerin ekimi yapildi. 30°C’de 3 giin siire
ile anaeorobik kavanoz ve icerisinde aneorocult (oksijensizlestirici) bulunan ortamda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu olusan koloniler sayildi, fotograflandi ve mililitredeki
ortalama kob sayis1 hesaplandi.

3.11.3. Toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi i¢in Plate Count (PCA) Agar besiyerine
dokme plak yontemi ile 10-3-1077 diliisyonlu kefirlerin ekimi yapildi, 30°C’de 2 giin siire
ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu olusan koloniler sayildi, fotografland1 ve
mililitredeki ortalama kob sayis1 hesaplandi.

3.11.4. Laktokok sayimi

Laktokoklarin sayimi i¢in M17 Agar (Merck) besiyerine dokme plak yontemi ile
10-3-107 diliisyonlu kefirlerin ekimi yapildi, 30°C’de 3 giin siire ile anaeorobik kavanoz
ve igerisinde aneorocult bulunan ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon sonucu olusan
koloniler sayildi, fotograflandi ve mililitredeki ortalama kob sayis1 hesaplandi.
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3.11.5. Maya sayimi

Maya sayimi i¢in Yeast Extract Glucose Chloramphenicol (YGC) Agar besiyerine
yayma plak yontemi ile 10-1-10- diliisyonlu kefirlerin ekimi yapildi, 25°C’de 3 giin siire
ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu olusan koloniler sayildi, fotograflandi ve
mililitredeki ortalama kob sayis1 hesaplandi.

3.11.6. Patojen kontrolii (koliform bakteri sayimi)

Kefirde patojenin var olup olmadigini arastirmak i¢in Violet Red Bile (VRB) Agar
besiyerine yayma plak yontemi ile 10! diliisyonundan ekim yapildi, 25°C’de 5 giin siire
ile inkiibe edildi.

3.12. istatistiksel Analiz

Deney sonuclarindan elde edilen verilerde, kontrol grubu ve deney grubu
arasindaki farklilik Tek Yonlii Varyasyon Testi (ANOVA) kullanilarak IBM SPSS
Statistic programi 20 siiriim kullanilarak yapildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Grafikler Microsoft Office Excel 2013 programinda ¢izildi.
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4. BULGULAR
4.1. Is1 Stresi (Termotolerans) Deneyi
4.1.1. Kiiltiir kefir ve dane kefirin termotoleransta yasam siiresine etkisi

E. coli, kiiltiir ve dane kefir ile ii¢ grup halinde gerceklestirilen termotolerans
deneyinde kontrol grubu E. coli’de 298 birey, kiiltiir kefir grubunda 292 birey ve dane
kefir grubunda 298 birey kullanmistir. Petriden kacan kurtguklar sayima dahil
edilmemistir. Sonuglarin yiizde degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

[s1 Stresi Deneyi
120

Canlilik Yiizdesi
2 & 2

N
(a]

[\
=)

0246 81012141618202224262830323436384042444648 505254
Saat

=@ F.coli Kiiltiir Dane

Sekil 4.1. Is1 stresi deneyinde C. elegans canlilik grafigi

Yapilan termotolerans deneyinde E. coli grubunda ortalama yasam uzunlugu 32
saat, kiiltiir kefir grubunda ortalama yasam uzunlugu 42 saattir ve dane kefir grubunda
ortalama yasam uzunlugu 40 saattir (Cizelge 4.2). Kontrol grubu ve kefir gruplar
karsilastirildiginda her iki kefir tiirinde de anlamli derecede farklilik goézlenmistir.
Yapilan varyans analizine gore E. coli ve kiiltiir kefir p<0,01 diizeyinde anlamlilik
gosterirken E. coli ve dane kefir p<0,035 diizeyinde anlamlilik gostermistir. Bu caligmada
maksimum yasam stiresi kiiltiir kefir ile % 29.62, dane kefirle ise % 22.2 artis
gostermistir.
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Is1 Stresinde Yasam Siiresi
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Sekil 4.2. Is1 stresi deneyi sonucu ortalama yasam siiresi gosterimi
4.1.2. Is1 stresi deneyinde maksimum yasam siiresi

Is1 stresi altinda kurtguklarin ortalama yasam siiresi haricinde bir de maksimum
yasam siiresi hesab1 yapildi. Maksimum yasam siiresinin hesaplanmasi i¢in 1s1 stresine
maruz birakilan kurtguklarin yalnizca en son dlen yiizde 10’luk grubu ele alindi ve
bunlarin 6miir uzunlugu ayrica hesaplandi.

Yapilan termotolerans deneyinde E. coli grubunda maksimum yasam siiresi 31
saat, kiiltiir kefir grubunda maksimum yasam uzunlugu 40 saat ve dane kefir grubunda
maksimum yasam uzunlugu 38 saattir (Sekil 4.3). Kontrol grubu ve kefir gruplari
karsilagtirildiginda her iki kefir tiiriinde de anlamli derecede farklilik gozlendi. Yapilan
varyans analizine gore E. coli ve kiiltiir kefir p<0,01 diizeyinde anlamlilik gosterirken E.
coli ve dane kefir p<0,033 diizeyinde anlamlilik gosterdi. Bu ¢alismada C. elegans’daki
maksimum yagsam siiresi kiiltiir kefir ile beslenenlerde % 29.03, dane kefirle
beslenenlerde ise % 22.58 artis gosterildi.

29



Is1 Stresinde Maksimum Yasam Siiresi
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Sekil 4.3. Is1 stresi deneyi maksimum dmiir uzunlugu siiresi gosterimi
4.2. Normal Sicakliktaki Yasam Siiresi Deneyi
4.2.1. Kiiltiir kefir ve dane kefirin ortalama yasam siiresine etkisi

Kiiltiir kefir ile gergeklestirilen yasam siiresi deneyinde kontrol grubu E. coli’de
372 birey, kiltiir kefir grubunda 187 ve dane kefir grubunda ise 397 birey kullanildi.
Petriden kagan kurtguklar bu sayima dahil edilmedi (Sekil 4.4).
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Normal Sicakliktaki Yagam Siiresi Deneyi
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Sekil 4.4. Normal sicakliktaki yasam siiresi deneyinde C. elegans canlilik grafigi

Yapilan 6miir uzunlugu deneyinde E. coli grubunda ortalama yasam uzunlugu 24
giin, kiiltiir kefir grubunda ortalama yasam uzunlugu 25 giin ve dane kefir grubunda
ortalama yasam uzunlugu 23 giindiir (Sekil 4.5). Yapilan varyans analizine gore gruplar
arasinda anlamli derecede farklilik gdzlenmedi. Bu ¢alismada yasam siiresi kiiltiir kefir
ile % 4.16 artarken dane kefirle % 4.16 azalma gosterdi. Ancak ortaya cikan farklilik
istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Normal Sicakliktaki Yasam Siiresi
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Sekil 4.5. Normal sicakliktaki yasam siiresi deneyinde ortalama yasam siiresi gosterimi
4.2.2. Normal sicakhiktaki maksimum yasam siiresi

Kurtguklarin ortalama yasam siiresi haricinde bir de maksimum yasam siiresi
hesab1 yapilmistir. Maksimum yasam siiresinin hesaplanmasi i¢in kurtguklarin yalnizca
en son Olen yilizde 10’luk grubu ele alindi ve bunlarin Oomiir uzunlugu ayrica
hesaplanmastir.

Yapilan 6miir uzunlugu deneyinde E. coli grubunda maksimum yasam uzunlugu
ortalamasi 21 giin, kiiltiir kefir grubunda maksimum yasam uzunlugu 24 giin ve dane kefir
grubunda maksimum yagam uzunlugu 22 giin olarak bulunmustur (Sekil 4.6). Yapilan
varyans analizine gore gruplar arasinda anlamli derecede farklilik gézlenmemistir. Bu
caligmada maksimum yasam siiresi kiiltiir kefir ile % 14.28, dane kefirle ise % 4.76 artis
gostermistir.

32



Normal Sicakliktaki Maksimum Yasam Siiresi
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Sekil 4.6. Normal sicakliktaki yagam siiresi deneyinde maksimum yagam siiresi gosterimi

4.3. Mikrobiyolojik Analiz Sonuc¢lar1

Yapilan analizler sonucu petrilerde olugan koloniler sayildi. 30 ile 300 aras1 koloni
barindiran petriler sayima dahil edildi. Iki paralel halinde bulunan petrilerin koloni
sayilarinin ortalamasi alindi. Alinan ortalamalar dillisyon katsayisi ile ¢arpildiktan sonra
logaritmik degerleri bulunarak koloni olusturan birim (kob) sayisi hesaplandi. Daha
sonrada kob sayis1 hesaplanan farkl diliisyonlarin ortalamasi hesaplandi.

4.3.1. E. coli sayim sonuglari

E. coli sayim1 i¢in LB agar iizerinde yapilan bakteri sayiminda en diisiik log
kob/ml degeri 9,13, en yiiksek log kob/ml 9,91 ve ortalama log kob/ml degeri 9,52 olarak
bulunmustur. Sayim yapilan petrilerin goriintiisii Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. E. coli’nin LB agar iizerindeki koloni olusumu. a) 7. diliisyon koloni olusumu,
kob= 9,13 b) 8. diliisyon koloni olusumu, kob= 9,91

4.3.2. Laktobasil sayim sonuclari

Laktobasil sayimi i¢in MRS agar lizerinde dane kefir ile yapilan bakteri sayiminda
en diisiik log kob/ml degeri 7,35, en yiiksek log kob/ml degeri 8,75 ve ortalama log
kob/ml degeri 8,01 olarak bulunmustur. Starter kefir ile yapilan bakteri sayiminda
hesaplanabilir olan tek diliisyondan log kob/ml degeri 6,66 bulunmustur. Sayim yapilan
petrilerin goriintiisii Sekil 4.8.”de verilmistir.

Sekil 4.8. Starter ve dane kefirin MRS agar tizerindeki laktik asit bakterilerinin koloni
olusumlari. a) Starter kefir 5. diliisyon koloni olusumu kob=7,35 b) Dane
kefir 5. diliisyon koloni olusumu, kob= 6,66
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4.3.3. Toplam aerobik mezofilik bakteri sayim sonuclari

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi i¢in PCA agar iizerinde dane kefir ile
yapilan bakteri sayiminda en diisiik log kob/ml degeri 6,35, en yiiksek log kob/ml degeri
8,06 ve ortalama log kob/ml degeri 7,31 olarak bulunmustur. Starter kefir ile yapilan
bakteri sayiminda hesaplanabilen tek diliisyondan log kob/ml degeri 4,83 bulunmustur.
Sayim yapilan petrilerin goriintiisii Sekil 4.9.’de verilmistir.

Sekil 4.9. Starter ve dane kefirin PCA agar tlizerindeki koloni olusumlari. a) Starter kefir
3. diliisyon koloni olusumu, kob=4,83 b) Dane kefir 4. dilisyon koloni
olusumu, kob=6,35

4.3.4. Laktokok sayim sonug¢lari

Laktokok bakteri sayimi i¢in M 17 agar iizerinde dane kefir ile yapilan bakteri
sayiminda en diisiik log kob/ml degeri 6,38, en yliksek log kob/ml degeri 8,50 ve ortalama
log kob/ml degeri 7,41 olarak bulunmustur. Starter kefir ile yapilan bakteri sayiminda
hesaplanabilen tek diliisyondan log kob/ml degeri 6,88 bulunmustur. Sayim yapilan
petrilerin goriintlisii Sekil 4.10.’de verilmistir.
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Sekil 4.10. Starter ve dane kefirin M 17 agar {izerindeki koloni olusumlari. a) Starter kefir
5. diliisyon koloni olusumu, kob=6,88 b) Dane kefir 6. diliisyon koloni
olusumu, kob=7,64

4.3.5. Maya sayim sonuclari

Maya sayimi i¢in YGC agar iizerinde dane kefir ile yapilan bakteri sayiminda
yalnizca 1. diliisyondan yapilan petrilerde sayim yapilabilmistir. YGC agar tizerindeki
log kob/ml degeri 3,46 olarak bulunmustur. YGC agar iizerinde starter kefir ile yapilan
ekimde koloni olusumu gozlenmemistir. Sayim yapilan petrilerin goriintiisii Sekil
4.11.’de verilmistir.

Sekil 4.11. Starter ve dane kefirin YGC agar iizerindeki koloni olusumlari. a) Starter
kefir 1. diliisyon koloni olusumu, kob=0 b) Dane kefir 1. diliisyon koloni
olusumu, kob=3,46
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4.3.6. Patojen kontrolii (koliform bakteri sayimi) sonuglari

Dane kefir ve kiiltiir kefir iiretiminde gelisebilecek olasi kontaminasyonlari
gozlemlemek amaciyla VRB agar ile yapilan testte herhangi bir koliform bakteri grubuna
rastlanmamustir.

Yapilan analizde kefir Orneklerinde belirlenen laktobasil, toplam aerobik
mezofilik bakteri, laktokok, koliform bakteri ve maya sayimlarinin logaritmik degerleri
Cizelge 4.1.’te ve log degerlerin ortalamalar1 Sekil 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Dane kefir ve kiiltiir kefirin mikrobiyolojik analiz sonuglarini (log kob/ml)

Kiiltiir Kefir Dane Kefir
Laktik Asit Bakterileri 6,662 8,013
Toplam Mezoﬁll}( Aerobik 4,838 7,313
Bakteri
Laktokoklar 6,880 7,412
Patojenler 0 0
Mayalar 0 3,46
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Sekil 4.12. Kiiltiir ve dane kefirlerdeki laktik asit bakterileri, toplam mezofilik aerobik
bakteriler, laktokoklar, koliform bakteriler ve mayalarin kob degerleri (logio).
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, yaslanma, 1s1 stresi ve Omiir uzunlugu arastirmalarinda
siklikla kullanilan bir model organizma olan C. elegans 'ta bir besin maddesi olan kefirin
etkileri arastirilmistir. Geleneksel halk sagliginda adindan sik¢a bahsedilen ve uzun
omirlilik ickisi denilen kefirin, ger¢ekten bdyle bir etkisinin olup olmadigina bir
yaklasim getirmek amaciyla in vivo deneyler tasarlanmistir. Literatiirde kefir ile yapilan
caligsmalarin ¢ok sayida olmasina karsin, bu ¢alismalarin cogunlugunun kefirin bir igecek
olarak bilesimi ve kalitesine yonelik oldugu goriilmektedir. Yapilan bu caligmada,
geleneksel kefir olarak bilinen dane kefir ile endiistriyel olarak tiretilen kiiltiir kefirin C.
elegans 1s1 stresi altindayken (37°C) ve normal sicakliktayken (20°C) dmiir uzunlugu
tizerine etkisi ortaya konulmaya calisilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, C. elegans’in 1s1 stresine gosterdigi direncin kiiltiir
kefir ve dane kefir gruplarinda kontrol grubuna gore arttig1 goriilmiistiir. Kontrole (E.
coli) kars1 kiiltiir kefir karsilastirmasindaki istatistiksel anlamlilik p<0,01 degeri ile
oldukga giivenilir bir sonu¢ vermistir. Kiiltiir kefir ile yapilan 1s1 stresi deneyinde omiir
uzunlugu kontrol grubuna gore % 29.62 oraninda artis gostermistir. Kontrole (E. coli)
kars1 dane kefir karsilagtirmasindaki istatistiksel anlamlilik p<0,035 degeri ile yine
giivenilir bir sonug elde edilmistir. Dane kefir 1s1 stresinde dmiir uzunlugunda % 22.2
oraninda artig gostermistir. Is1 stresi altinda maksimum yagam siiresini hesapladigimizda
kontrole (E. coli) kars1 kiiltiir kefir karsilastirmasindaki istatistiksel anlamlilik p<0,01
degeri ile oldukg¢a giivenilir bir sonu¢ vermistir. Kiiltiir kefir ile yapilan 1s1 stresi
deneyinde maksimum Omiir uzunlugu kontrol grubuna goére % 29.03 oraninda artig
gostermistir. Kontrole (E. coli) karsi dane kefir karsilagtirmasindaki istatistiksel
anlamlilik p<0,033 degeri ile yine giivenilir bir sonu¢ elde edilmistir. Dane kefir 1s1
stresinde hesaplanan maksimum 0miir uzunlugunda % 22.58 oraninda artis gostermistir.

Yapilan normal sicakliktaki dmiir uzunlugu deneylerinde E. coli ve kiiltiir kefir
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ goriilmemistir. E. coli ve dane
kefir gruplar1 karsilastirildiginda da yine istatistiksel olarak anlamli bir sonug
gostermemistir. Iki deneyde de ortalama yasam siiresinde belirgin bir artis
gozlenmemistir. Normal sicakliktaki dmiir uzunlugu deneyinde hesaplanan maksimum
yasam siiresi sonuglara bakildiginda ise bir miktar artig goriilmiis olsa da bu artis
istatistiksel olarak énemli ¢ikmamustir.

Pogacic vd (2013) dane kefirin mikrobiyolojisini arastirdig1 ¢aligmasinda kefir
iceriginde laktik asit bakterileri, mezofilik bakteriler, laktokoklar, l6konostoklar ve
mayalar bulundugunu belirtmistir. Ebner vd (2015) Akdeniz Universitesi Gida
Miihendisligi’ndeki kefirin peptid icerigini arastirdiklar1 ¢alismalarinda kefir igeriginde
laktiktobasiller, mezofilik bakteriler, laktokoklar, Iokonostoklar, asetik asit bakterileri ve
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mayalar  oldugunu bildirmislerdir.  Yapilan mikrobiyolojik analizlerde bu
mikroorganizmalarin varliklar1 benzer sekilde ¢calismalarimizda da tespit edilmistir.

Yaglanma hem genetik hem de g¢evresel bircok faktorden etkilenen bir siiregtir.
Model organizma kullanilarak laboratuvar ortaminda ¢evresel sartlar optimize edilerek,
kefirin olas1 etkilerinin dmiir uzunluguna katkis1 gézlemlenmeye calisiimistir.

Duncan ve Flint (2013) prebiyotik ve probiyotiklerin yasl sagligindaki etkileri
konusunda yaptiklar1 derlemelerinde, saglikli yaslanmanin ytiksek kalitede besinlerle ve
uzun silire kigisel sagligina Ozen gosteren bireylerde miimkiin olabilecegini
vurgulamiglardir. Arastirmacilar iyi tasarlanmis uzun vadeli aragtirmalarla yaslilardaki
bagirsak fonksiyonlarini anlamak i¢in probiyotik ve prebiyotiklerle birlikte calismalar
yapilmasi gerektigini One silirmiiglerdir. Bdylece bu caligmalarin yaglanan niifusun
sagligmin 1iyilestirilmesi icin tedavi stratejilerinin gelisimine katki saglayacagini
Onermislerdir.

Woodmansey (2007) bagirsak bakterileri ve yashlik ile yaptigi derlemede
probiyotik ve prebiyotiklerin olusturdugu simbiyotik bilesenlerle yapilan tedavilerin bu
alanda ulasilan bilimsel kanitlarin varhiginda gelisebilecegini vurgulamistir. Bu
calismalarin Amerika Ilagc ve Gida Kurumu ile Ingiltere ilag ve Saglik Uriinleri
Diizenleme Kurulu gibi kuruluslarin da degerlendirmesi altinda olmasi gerektigini
belirtmistir. Onerisi ise, bu diizenlemelerle birlikte fonksiyonel gidalarin degerlendirme
ve smiflandirilmalarinin gelistirilecegi yoniindedir. Boylece gelecek uygulamalar yash
insanlarin bagirsak saglhigini ve yasam kalitesini arttiracaktir.

Literatiirde C. elegans ile probiyotik ve prebiyotiklerle ilgili sinirli sayida ¢alisma
mevcuttur. C. elegans’m termotoleransa cevabinin ve Omiir uzunlugu degisiminin
dogrudan kefir ile arastirildigi c¢alismalara ise literatiirde hi¢ rastlanmamistir. Bu
baglamda bizim ¢aligmamiz bir ilk olma niteligindedir. Kefir, laktik asit bakterileri, asetik
asit bakterileri ve mayalardan olusan probiyotik bir karisgimdir. C. elegans her ne kadar
laboratuvarda standart olarak E. Coli OP50 ile beslenerek deneyler yapiliyor olsa da,
dogas1 geregi toprakta bulunabilen her tiirlii bakteri ve maya ile beslenebildigi i¢in bu
caligmada cok kolaylikla kullanilabilmistir. Ancak her ne kadar dogasi bdyle olsa da
beslendigi mikroorganizma tipine baglh olarak kurtcugun yasam uzunlugu, beslendigi
besinin ¢esidine bagli olarak da yasam kalitesi, yasam uzunlugu ve strese kars1 verdigi
yanit1 degistirebilir, bagisiklik sistemi etkilenebilir.

Ikeda vd (2007) probiyotikler ve patojenler ile yaptiklart bir caligmada
laktobasiller ve bifidobakterlerin C. elegans’in yasam uzunlugu iizerine etkisini ve
Salmonella enterica patojenine karsi direncini arastirmiglardir. Bunun icin oncelikle
patojenle enfekte ettikleri C. elegans’lari probiyotiklerle beslemiglerdir. Yaptiklari
calismada Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus rhamnosus tlrlerini kullanmislardir. Elde
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ettikleri sonuglarda probiyotik ile beslenen C. elegans patojene kars1 direng gostermistir.
Patojen ile enfekte etmedikleri C. elgans’larda ise bu tiirlerle beslendiginde Omiir
uzunluklarinda artis gozlemislerdir. Besin olarak kullanilan bakterilerden, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus plantarum bakterilerinin kefir yapisinda bulundugu
bilinmektedir (Pogacic vd 2013). Bu baglamda bizim ¢alismamizda kullandigimiz kefir
icindeki bulunabilecek bu bakteri gruplarinin ayni sonucu gostermis olmasi muhtemeldir.

Lee vd (2001) laktobasillerin C. elegans’taki immun sistem iizerine etkisini
aragtirmiglardir. Arastiricilar yaptiklar ¢alismada Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
fermentum ve Lactobacillus plantarum tiirleri ile beslenen C. elegans’larin interferon
gama seviyesi ve lenfosit proliferasyonunda artis gézlemlemistir. Calistiklar1 bakterilerin
immun sisteme etki ettigini yorumlamislardir. Bu ¢calismadaki Lactobacillus fermentum
ve Lactobacillus plantarum tirleri Ikeda’nin yaptig1 calismayla benzer sekilde kefirin
yapisinda bulunan bakterilerdir (Pogacic vd 2013).

Kim ve Mylonakis (2012) Enterococcus faecalis ile enfekte ettikleri C.
elegans’lar1 Lactobacillus acidophilus ile besleyerek kurtcuklarin patojene karsi direncini
aragtirmislardir. Arastirmacilar yaptiklar1 genetik analizlerde laktobasillerle beslenen
enfekte kurt¢uklarin immun sistemlerinde cevap olusturan tir-1, bar-1 ve pmk-1
genlerinin ifadesinde artis gozlemlemislerdir. Besin olarak kullanilan laktobacillus
bagisiklik sistemi Tlizerinde etkili olarak nematodun yasamini devam ettirmesini
saglamigtir. Laktobasiller kefirde bulunan esas grup bakterilerden oldugundan bu
caligma, ¢alismamizin sonucglarina benzerlik gostermesi yoniinden 6nemlidir.

Kamaladevi vd (2013) oldiirlici olmayan oksidatif stres kosullarinda C.
elegans’lar1 Lactobacillus casei ile besleyerek stres direncini aragtirmiglardir. Oksidatif
stres kaynagi olarak malatatyon kullanan arastiricilar elde ettikleri sonuglarda
laktobasillerle beslenen kurtguklarin H,O, seviyelerinde azalma, siiperoksit dismutaz
(SOD) seviyelerinde ise artis oldugunu gozlemlemislerdir. Antioksidan sistemi pozitif
yonde etkiledigi goriilen Lactobacillus casei kefirin yapisinda da bulunmaktadir (Pogacic
vd 2013).

Pinto vd (2009) Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus rhamnosus tiirleri ile
yaptiklar1 ¢calismada laktobasillerin HT29 insan kolon kanseri hiicre hatt1 tizerindeki Toll
benzeri hiicre reseptodrlerine etkisini arastirmislardir. Oncelikle Salmonella enterica
serovar Typhimuriumile enfekte edilmis HT29 hiicrelerinde laktobasillerin bagisiklik
yanit1 lizerine etkisini arastirmiglardir. Elde ettikleri sonuglarda enfekte hiicreler
laktobasillerle muamele edildiginde bu hiicrelerde IL-8 seviyesinde oldukca yiiksek
degerler gozlemlemislerdir. Bu ¢alismada kullanilan Lactobacillus plantarum tiiriiniin
kefir yapisinda bulundugu bilinmektedir (Pogacic vd 2013). Kefirde bulunan bagisikligi
diizenleyici mekanizmanin laktobasillerin sitokinleri uyarict etkisinden kaynaklanmis
olabilecegi muhtemeldir.
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Fahmy ve Ismail (2015) ratlarda indiiklenmis iilsere karsi ranitidin ve kefirin
sindirim sistemine etkilerini arastirmislardir. Calismalarinda mide asidi diizenleyici olan
ranitidin ilac1 ile kefirin, radyasyon ve etanol maruziyetinde kalarak {ilser olusturulmus
ratlardaki etkisini gézlemlemislerdir. Elde ettikleri sonuglarda kefir tiiketen gruptaki
hayvanlarda tilser iyilesme oraninin ranitidine gore daha yliksek oldugu goriilmiistiir. Bu
da kefirin gastrointestinal tedavilerdeki 6nemini vurgulamaktadir. Ayrica kefirin ilaclara
alternatif bir liriin olma yolundaki goriisleri de desteklemektedir.

Chen ve Chen (2013) kefirden izole edilen Lactobacillus kefiranofaciens tiiriiniin
fareler lizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Yaptiklar1 calismada kor bagirsak gelisimi,
bagirsak duvarindaki epitel hiicrelerin gelisimi ve IL seviyelerini arastirmiglardir. Elde
ettikleri sonuglarda farelerde Lactobacillus kefiranofaciens’in bagirsaktaki mikrobiyata
eksikliginden genisleyen kor bagirsagin gelisimini engelledigini, bagirsak epitel
hiicrelerinin gelisimini arttirdigin1 ve immun sistem sitokini IL-12 seviyesindeki artig
sagladigin1 gozlemlemislerdir. Kefirden izole edilen laktobasillerin immun sistemi ve
bagirsak fonksiyonlarini diizenleyici etkisini destekler nitelikte bulgular 06ne
stirmiislerdir.

Daha saglikli bir yasam icin ve/veya etkili ¢alisan bir sindirim sistemine sahip
olmak i¢in halk arasinda tiiketilen ve doktorlar tarafindan onerilen fermente siit Giriinleri
disinda, bazi gida katki maddeleri ve probiyotik besin takviyelerinin de kullanimi son
giinlerde 6nem kazanmistir. Bunlar genellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerini
icermektedir. Kapsiil, tablet ya da toz olarak kullaniminin yaninda ishal ve kabizlik gibi
problemlere kars1 iyilestirici etkisinden dolayr bebek mamalarina takviye olarak
eklenmeye baglanmistir.

Calismamiz sonucunda elde edilen bulgular literatiire katki vermekle birlikte,
ozellikle bizim i¢in bir baslangi¢ ¢alismasidir. Bu ¢alismanin devaminda daha fazla
ayrint1 iceren deneysel tasarimlar gerekmektedir.
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6. SONUC

Kefir, diinyada bazi lilkelerde ¢ok iyi bilinen, bazi iilkelerdeyse hemen hig
bilinmeyen fermente bir siit iiriiniidiir. Hatta ayni iilke i¢inde bile bazi insanlarin diizenli
olarak tiikettigi kefir, diger insanlar tarafindan hi¢ duyulmamis ya da hig tiiketilmemis
olabilmektedir. Bu c¢alisma Oncelikle bir model organizmada ve yansimasinda da
insanlarda in vivo etkisini gosterdiginden dolay1, hem saglik yarari i¢in igilmesi, hem de
pazarlanmas1 konusunda biiyiik dikkat cekecek bir bulgu ortaya koyma yoniinde
oldugundan, ulusal saglik ve ekonomiye de katki yapacak boyuttadir. Bu ¢alisma gida
endiistrisinde yapilmaya calisilan biiyiik dlgekli iiretimlerin, ne kadar yerini buldugu
konusuna da bir bagka bakis acisiyla degerlendirme getirebilir.

Kefirdeki probiyotik bakteriler ve bunlarin iirettigi ekzopolisakkaritler immun
sistemin diizenlenmesinde etkilidir. Baz1 ¢calismalar sonucunda kefirin yararlar1 arasinda
antikanserojen, antimutajen, antifungal, antiviral ve antibakteriyel (patojenlere karsi)
etkilerinin olabilecegi bulunmustur. Kefirde bulunan kolesterol parcalayici enzimler
kolesterol metabolizmasinin diizenlenmesinde etkilidir. Ayrica laktik asit bakterileri
laktozu parcaladiklart i¢in laktoz intoleransi bulunan bireylerin rahatlikla tiiketebilecegi
bir siit lirtiniidiir. Kefirin yararl etkileri uzun yillardir bilinmekle birlikte yukarida verilen
olumlu etkiler hentiz hipotez olarak goriilmektedir. Bu sebeple bu konuda yapilacak ileri
diizeydeki aragtirmalarin devam etmesi gerekmektedir.

Calismamizda kefirin 1s1 stresi altinda pozitif sonuglar verdigi goriilmiis, ancak
etki ettigi yolaklar, proteinler ve molekiiller belirlenememistir. Hangi proteinlerin stres
toleransinda 6nemli oldugu literatiire bakilarak tahmin edilmesine karsin, kesin olarak
belirlemek i¢in genetik analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Genetik ¢alismalar icin C.
elegans mutantlariyla yapilacak olan arastirmalar bu hedefe uygun olacaktir.

[leriki galigmalarda kefir i¢inde bulunan bakteri ve mayalar énce grup olarak,
gerekirse sonra bireysel olarak her bir susu ayristirilarak hangi tiirlerin 1s1 stresinde ve
normal sicakliktaki dmiir uzunlugunda etkili oldugu ve hangi hiicresel yolaklara etki
ettiginin aragtirilmasi gereken noktalardir.

Kefirin normal sicakliktaki dmiir uzunlugu iizerine etkisinin istatistiksel olarak
anlamsiz olmasina ragmen kiiciik de olsa bir artis s6z konusudur. Bu artis 6zellikle normal
sicakliktaki maksimum yasam siiresi lizerinde etkili gibi goriilmektedir. Ancak bu durum
istatistiksel olarak anlamsizdir. Yasam siiresinde istatistiksel anlamda degisiklik
olmamasinin nedenleri arasinda C. elegans 1n 6miir boyu yliksek yogunlukta bakterilerle
beslenmeleri ve bu nedenle bagirsaklarinda asir1 bakteri birikimine bagl olarak omiir
uzunluklarinin etkilenmis olmasi s6z konusu olabilir. Kefirin 1s1 stresine karsi direng
gostermeye yardim etmesiyle birlikte normal sicakliktaki dmiir uzunlugu tizerine etki
etmemis olmasi tam olarak yorumlayamadigimiz bir sonu¢ olmakla beraber, normal
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sicakliktaki Omiir uzunlugu deneylerinin yas gruplarina boliinerek yapilmasi gerektigini
ve boylece her yas doneminde etkinin daha net aydinlatilabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilacak olan yeni ve farkli c¢alismalar ile normal sagligi devam ettirme,
hastaliklar1 6nleme ve hastaliklarin tedavi stirecleri gibi konular {izerine etkisi olan kefir
ile yeni ¢caligmalarin yapilma gerekliligi goriilmiistiir.

Sonug olarak yaptigimiz ¢aligmalarda elde ettigimiz verilerin ileride yapilacak
olan Omiir uzunlugu ve 1s1 stresi deneylerinde arastiricilara yol gosterici olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica endiistriyel ve geleneksel olarak iiretilen kefirin kullanimina
katki saglayabilecegi diistintilmektedir.

Olast etkiler tam olarak aydinlatilamadigindan kefir tiiketilmeli ancak alinan
miktara dikkat edilmelidir diyebiliriz. Gliniimiizde zaten marketlerde satisinin olmasi ile
birlikte kefiri tiikketen insan sayis1 gittik¢e artmaktadir. En azindan iyi bir besin olmasi ve
dengeli beslenmeyi desteklemesi bakimindan kefir tiiketilmelidir. Strese karsi direng
gostermeyi etkiledigi ve 1s1 stresi altinda maksimum yasam siiresinde gosterdigi artis ile
kefirin beslenme ve saglik alanindaki 6nemini géstermis bulunmaktayiz.
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8. EKLER

Ek-1 : Is1 Stresinde Yasam Siiresi Istatistik Sonuclar

Descriptives
95% Confidence
Interval for Mean
Lower Upper
N Mean Std. Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum | Maximum
E. coli 14 32,7143 8,32446 2,22481 27,9079 37,5207 22,00 46,00
Kiiltiir 13 42,1538 8,26485 2,29226 37,1594 47,1482 28,00 50,00
Dane 14 40,1429 10,15160 2,71313 34,2815 46,0042 22.00 52,00
Toplam 41 38,2439 9,66639 1,50964 35,1928 41,2950 22.00 52,00
ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between 677,297 2 338,649 4,205 ,022
Groups
Within 3060,264 38 80,533
Groups
Total 3737,561 40
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Multiple Comparisons

95% Confidence Interval

I Mean Difference Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

1,00 2,00 -9,43956" 3,45648 ,010 -16,4368 -2,4423
3,00 -7,42857" 3,39187 ,035 -14,2950 -,5621

2,00 1,00 9,43956" 3,45648 ,010 2,4423 16,4368
3,00 2,01099 3,45648 ,564 -4,9863 9,0083

3,00 1,00 7,42857" 3,39187 ,035 ,5621 14,2950
2,00 -2,01099 3,45648 ,564 -9,0083 4,9863

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Ek-2 : Is1 Stresinde Maksimum Yasam Siiresi Istatistik Sonuclar

Descriptives
95% Confidence Interval
for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation Std. Error Bound Bound Minimum | Maximum
E. coli 14 31,4286 8,95900 2,39439 26,2558 36,6013 16,00 46,00
Kiiltiir 13 40,7692 7,63930 2,11876 36,1528 45,3856 28,00 50,00
Dane 14 38,8571 9,85165 2,63296 33,1690 44,5453 20,00 50,00
Toplam 41 36,9268 9,58225 1,49650 33,9023 39,9514 16,00 50,00
ANOVA

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between 667,330 2 333,665 4219 ,022
Groups
Within 3005,451 38 79,091
Groups
Total 3672,780 40
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Multiple Comparisons

Mean 95% Confidence Interval
Difference

)] (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
E. coli Kiiltiir -9,34066" 3,42538 ,010 -16,2750 -2,4063
Dane -7,42857" 3,36135 ,033 -14,2333 -,6239

Kiiltiir E. coli 9,34066" 3,42538 ,010 2,4063 16,2750
Dane 1,91209 3,42538 ,580 -5,0222 8,8464

Dane E. coli 7,42857" 3,36135 ,033 ,6239 14,2333
Kiiltiir -1,91209 3,42538 ,580 -8,8464 5,0222

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Ek-3 : Normal Sicakhktaki Yasam Siiresi Istatistik Sonuclar

Descriptives
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
E. coli 19 24,0526 4,75481 1,09083 21,7609 26,3444 15,00 32,00
Kiiltiir 20 25,5000 5,33607 1,19318 23,0026 27,9974 20,00 42.00
Dane 21 23,5714 2.85607 ,62325 22,2714 24,8715 19,00 29,00
Toplam 60 24,3667 4,41863 ,57044 23,2252 25,5081 15,00 42.00
ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square Sig.
Between 40,843 2 20,422 1,048 ,357
Groups
Within 1111,090 57 19,493
Groups
Total 1151,933 59
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Ek-4 : Normal Sicakhktaki Maksimum Yasam Siiresi Istatistik Sonuclar1

Descriptives
95% Confidence Interval
for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
E. coli 19 21,5789 4,36292 1,00092 19,4761 23,6818 15,00 29,00
Kiiltiir 20 24,9500 5,65197 1,26382 22,3048 27,5952 19,00 42,00
Dane 21 22,4286 3,42887 , 74824 20,8678 23,9894 18,00 29,00
Toplam 60 23,0000 4,70485 ,60739 21,7846 24,2154 15,00 42,00
ANOVA

Sum of Mean

Squares df Square F Sig
Between 121,276 2 60,638 2,917 ,062
Groups
Within 1184,724 57 20,785
Groups
Total 1306,000 59
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