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Ratlarda Barsak Mikroflorasi Gelisimi Uzerine Diyet Kisitlamasi ile
Beslenmenin Etkisi
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Ozet: Bu ¢alisma ratlara uygulanan uzun siireli diyet kisitlamasmin barsak mikrofloras iiyesi olan laktobasil,
koliform bakteri, enterokok ve Enterobactericeae sayilari iizerine etkisini ortaya koymak amaciyla gergeklestiril-
di. Bu amagla ratlar iki gruba ayrildi. Birinci gruba 150 giin siiresince diyet kisitlamasi uygulanirken ikinci grup
ratlar kontrol grubuydu ve ad libitum olarak beslendi. Her iki grup rata ait feces drnekleri 1., 30., 60., 90., 120.
ve 150. gilinlerde toplanarak mikrobiyolojik analizleri gergeklestirildi. Analiz sonuglarma gore; diyet kisitlamasi
uygulanan ratlarin fecesindeki laktobasil, koliform bakteri ve Enterobactericeae sayilar1 150. giiniin sonunda
yaklasik 1 log artis gosterirken, enterokok sayisi ayni diizeyde belirlendi. Diyet kisitlamasi grubunda sadece
probiyotik 6zellige sahip bir bakteri olan laktobasil sayisinda istatistiksel anlamlilik (p=0.02) ortaya ¢ikt1. Kont-
rol grubunda ise yalniz enterokok sayisinda 2 logl0 diisme gozlenirken diger bakteri gruplarmin sayilarinda
degisiklik gozlenmedi. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada koliform bakteri ve Enterobacteri-
ceae sayllarmla anlamli farklilik (p<0.05) bulunurken laktobasil ve enterokok sayilarinda anlamlilik belirlenmedi
(p>0.05). Sonug olarak, uzun siireli diyet kisitlamasinin rat 6rneginde barsak mikroflorasini degistirme potansi-
yeline sahip oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Diyet kisitlamast, rat, feges, mikroflora.

Effect of Fed by Dietary Restriction on Evolution (Growth)
of Intestinal Microflora in Rat

Abstract: This study was conducted to evaluate the effect of the long-term dietary restriction applied to rat on
counts of lactobacilli, coliform bacteria, enterococci and Enterobactericeae which are intestinal microflora mem-
bers. For this purpose, rats vere divided to two groups. While the first group of rats were administrated dietary
restrictions during 150 days, second group rats were control group and were fed by ad libitum. For both group,
faeces samples of rats were collected at 1st, 30th, 60th, 90th, 120th and 150th days and microbiological analysis
were performed. According to analysis results, lactobacillus, coliform bacteria enterococci and Enterobactericeae
counts in the faeces of rats who was applied dietary restriction showed the a 1 log10 increase in the end of the
150th day while enterococci counts were determined in the same level. A statistically significant difference
(p=0.02) was only observed in the counts of lactobacillus having probiotic properties in dietary restricted group.
While a 2 log10 decrease in only enterococci counts in control group was observed, any change in counts of
other bacterial groups was not detected. Statistical comparison between groups showed that coliform bacteria
and Enterobactericeae counts were statistically different (p<0.05), while lactobacillus and enterococci counts
were not statistically significant (p>0.05). As a result of this study, it was determined that the long-term dietary
restriction in rat model has potential to change intestinal microflora.
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Giris

Saglikli kisilerin barsaklarmda yaklagsik
500 farkl tiirde bakteri bulunur. Bu bakterilerin
sayist 10* kob/g’a kadar c¢ikabilir (Coskun
2006). Diyet, yasam bi¢iminin diizenlenmesi,
antibiyotik, probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik-
lerin kullanimi barsak mikroflorasimin diizen-
lenmesinde rol oynayan faktorlerdir (Koca
2015). Insanlarin yani sira kanatl hayvanlarda
da rasyon degisikligi ile sindirim sistemi mik-
roflorasmin degistirilebildigi kabul edilmektedir
(Ttzun 2010).

Diyet kisitlamas1 (DK) beslenme yeter-
sizligine (malniitrisyon) sebep olmaksizin nor-
malden daha az beslenmek, diger bir ifadeyle
giinliik kalori alimim kisitlamak olarak tanim-
lanmaktadir (Robertson 2013, Aydin 2007).
DK’nin maya (Saccharomyces cerevisiae), Si-
nekler (Drosophila melanogaster), solucanlar
(Caenorhabditis elegans) ve laboratuar kemir-
genleri (rodent) gibi ¢ok cesitli canlilarda yas-
lanmay1 geciktirici ve yasam siiresini uzatici
etki meydana getirdigi ortaya konmustur (Giller
2013, Aydin 2009). Bu olumlu etkiler arasinda
diyette kisitlamanin yasam siiresini uzatici
(maksimum etki kaloride % 55-60 kisitlama
sonucu) etkisi ilizerinde en fazla ¢alisilan konu-
lardan biridir. Uzun siireli diyet kisitlamasinin
kanser hucrelerinin gelisimini yavaslatict ve
kanserin baglamasini geciktirici; insiilin direnci
ve metabolik sendromu % 30’a kadar iyilestiricCi
etkisi oldugu bildirilmistir. DK’min hastaliklar,
yaslanma ve yasam siiresini uzatmadaki bu
olumlu etkileri meydana getiriyor olmadaki
temel mekanizmanin, viicutta olusan reaktif
oksijen tiirlerinin miktarim1 azaltmasina bagl
olarak oksidatif stresi baskilamasindan kaynak-
landig1 bildirilmektedir (Shimokawa, 2010).
Yine diyet kisitlamasi uygulanan hayvanlarda
aclik hissine bagli olarak fiziksel aktivitenin ve
ciftlesme isteginin arttigi, fakat disi hayvanlarda
fertilitenin azaldig1 da belirlenmistir. Uzun stire-
li diyet kisitlamasinin serum total kolesterol,
LDL kolesterol ve trigliserid seviyesini diistir-
mekle birlikte sistolik ve diyastolik kan basinci-
n1 azalttigi tespit edilmistir. Hiicre igerisinde
oksidatif stresi azaltici, beyin, kalp, karaciger
gibi ¢esitli organlarda % 30’a varan mitokond-
rial biyogenez olusturma gibi metabolik etkiler
gozlenmistir (Speakman 2011). Olumlu etkile-
rinin yam sira DK’min ratlarda 6grenme ve ha-
tirlama kabiliyetini diisirdigii (Rajab 2014),
biligsel fonksiyonlar1 olumsuz etkiledigi (Yanai
2004) bildirilmistir. Diyet kisitlamasimin mey-

dana getirdigi tim bu etkileri olugturan moleku-
ler mekanizmalar halen ac¢ikliga kavusturulmus
degildir (Giller 2013).

DK her giin ya da haftada ii¢ giin alinan
gida miktarini kisitlayarak yapilabildigi gibi giin
asirt besleme (1 giin besleme, 1 giin yem ver-
meme) yoluyla da gerceklestirilebilir. Diyet
kisitlamasi kalori kisitlamasi olarakta adlandiri-
lir ve kisa siireli (3giin ile birkac ay arasi) ve
uzun siireli (en az 6 ay, 1 yil veya daha uzun)
olarak ikiye ayrilir (Robertson 2013).

Mevcut ¢aligmanin amaci diyet kisitlama-
st uygulanan saglikli ratlarda gastrointestinal
sistem mikroorganizmalar1 sayilarinda ortaya
cikabilecek muhtemel degisiklikleri ortaya
koymaktir. Bu amagla koliform, enterokok,
Enterobactericeae gibi barsaklarda rutin olarak
bulunan bakteriler yani sira probiyotik 6zellik-
teki laktobasil sayilar1 belirlendi. Mevcut aras-
tirma ayni zamanda diyet kisitlamasmin barsak
mikroflorasi iizerine etkilerini belirlemek igin
alaminda gergeklestirilen ilk ¢aligma olma Ozel-
ligini tagimaktadar.

Materyal ve Metot

Mevcut calismada U.U. Tip Fakiiltesi,
Deney Hayvanlar1 Yetistirme, Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nden saglanan 20 adet 3
aylik Sprague-Dawley ki erkek rat kullanildi.
Tim ratlar kontrolli olarak %50-60 rutubet, 20-
23°C sicakliga ve 12 saat aydinlik (06:00,
18:00), 12 saat karanlk olarak ayarlanmis oda-
da her bir kafeste 2-3 hayvan olacak sekilde
tutuldu. Ratlara su ad libitum olarak verilirken,
beslenmelerinde % 18 protein (min), % 2.5 yag
(min), % 4 lif (max), % 5.5 kil (max), % 57.0
azotsuz madde (max), metabolik enerji 2650
kcal/kg (min), % 13 su (max) ve amino asit,
vitamin, mineral igerigine sahip pelet yem kul-
lanild1 (Igerik bilgileri iiretici firmadan alinmis-
tir). Ratlar her biri 10 hayvandan olusacak se-
kilde 2 gruba ayrildi, birinci gruba diyet kisit-
lamasi1 uygulanirken ve ikinci grup kontrol gru-
bu hayvanlarindan olustu. Kontrol grubuna ad
libitum yem verilirken; diyet kisitlamasi uygu-
lanan ratlara protein, yag, mineral madde eksik-
ligi cekmeyecek sekilde sadece Pazartesi, Car-
samba ve Cuma glinleri a¢ birakildi. Haftanin
diger giinleri ad libitum yem verildi. Her iki
grupta suyu ad libitum olarak tuketti (Elal Mus
ve Ak Sonat 2015).

Her iki grup rattan 0., 30., 60., 90., 120.,
150°nci giinlerde diski numunesi alindi. Aseptik



kosullarda elde edilen her bir 6rnek +4°C’de
muhafaza edildi ve en kisa siirede laboratuara
getirilerek analizleri gergeklestirildi.

Diski 6rneklerinden bakterilerin izolas-
yonu i¢in, her bir numuneden 5 g alinarak 45
ml, % 0.1’lik peptonlu su igerisinde 2 dakika
sureyle stomacherde (Seward stomacher, model
400 circulator) homojenize edildi. Hazirlanan
homojenat kullamlmak suretiyle 6rneklerin seri
diliisyonlar1 hazirland1 ve uygun diliisyonlardan
agar plaklarina ekimleri gergeklestirildi. Lakto-
basillerin izolasyonunda De Man Rogosa and
Sharpe (MRS) Agar plaklarina dokme plak tek-
nigi ile ekimler gergeklestirildi. Plaklar 37°C’de
72 saat sureyle anaerobik kosullarda inklbe
edildi. 72 saat sonunda agarda gelisim gdsteren
sari-krem renkli koloniler Lactobacillus olarak
tammland1 (Jackson 2002). Orneklerde entero-
kok sayisini belirlemede Slanetz and Bartley
Agar plaklarina yayma plak teknigiyle ekimler
yapildi. Plaklar 35°C’de 48 saat siireyle inki-
basyona birakildi ve bu siire sonunda Slanetz
and Bartley Agar’da lreyen pembe veya koyu
kirmizi renkli koloniler enterokok olarak deger-
lendirildi. Violet Red Bile Agar digki 6rnekle-
rinde koliform bakterilerin belirlenmesinde
kullanildi. Ekimler dokme plak teknigi ile ger-
ceklestirildi ve 37°C’de 24-48 saat sureyle fa-
kiiltatif anaerobik kosullarda inkiibe edildi.
Agar plaklarinda gelisen pembe koloniler koli-
form olarak kabul edildi ve sayimlar1 yapild1
Enterobactericeae grubu bakterilerin tespitinde
Violet Red Bile Glucose Agar’a dokme plak
teknigi ile numuneler ekildi. 37°C’de 24-48 saat
sureyle bekletildi ve pembe-kirmizi koloniler
Enterobactericeae olarak tanimlanarak sayimla-
11 gerceklestirildi (Roberts 2003).

Istatistiksel analizler BM SPSS Statistics
22 programi kullanilarak Kruskal Wallis testi ile
gergeklestirildi. Farklilik ortaya ¢ikan gruplarda,
iki grubun karsilagtirilmasinda ve ayni zaman
grubunun, diyet kisitlamasi-kontrol arasmdaki
farkliligin belirlenmesinde ise Mann-Whitney U
testi yapildi. Gruplar arasmda farklilik, p<0.05
anlamlilik diizeyine gore belirlendi.

Bu galisma Uludag Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 2012-14/05
sayili izin yazis1 alindiktan sonra yapilmistir.

Bulgular
Gergeklestirilen caligmada diyet kisitla-

mast uygulanan ratlarmm digkisinda laktobasil
sayisi ortalamasi 1-150. giinler arasinda 1 logio
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artarken kontrol grubunda ayni seviyede kaldi.
Diyet kisitlamasi grubunda gozlenen artis ista-
tiksel olarak anlamli (p=0.02) bulunurken kont-
rol grubunda istatistiksel bir anlam (p=0.32)
yoktu. Iki grubun laktobasil sayilarina ait veriler
arasinda karsilastirma yapildiginda bir anlamh-
lik (p=0.222) bulunmadi. Ayrica diyet kisitla-
mas1 uygulanan grupta 1-60. (p=0.01), 1-120.
(p=0.01) ve 30-120. (p=0.03) giinler aras1 lakto-
basil sayilarinda anlamlilik belirlendi. Kontrol
grubunda ise 1-90. (p=0.03), 30-90. (p=0.01),
60-90. (p=0.01) ve 90-120. (p=0.03) gunler
arasinda farklilik tespit edildi. 1. -150. giinlere
gore laktobasil sayilarina ait veriler tablo 1’de
oOzetlendi.

Tablo 1: 1.-150. glinlere gore laktobasil sayi-
lar1 (log;o kob/g)

Table 1: Lactobacillus spp. counts (logio
kob/g) according to days 1.-150.

Laktobasil sayilari

, Diyet Kisitlamasi Kontrol
Gnler ol ol
. alama . alama
Min. +SEM Mak.  Min. +SEM Maks.

1. 749 7.88+0.16 841 804 845+0.14 8.90
30. 823 838+0.08 867 811 843+0.11 8.77
60. 814 8.66+0.16 9.10 855 8.60+0.02 8.68
90. 7.69 847021 895 861 8.92+0.09 9.14
120. 8.36 8.80+0.12 9.03 856 8.65+0.04 8.77
150. 7.69 8.84+0.30 9.34 850 8.62+0.04 8.64

Koliform bakteri sayis1 diyet kisitlamasi
grubunda yaklasik 1 logio’luk artis gosterirken,
kontrol grubunda bir degisiklik tespit edilmedi.
Gruplar arasi1 karsilastirmada koliform bakteri
sayisinda anlamlilik (p=0.01) gozlendi. Benzer
sekilde Enterobactericeae sayis1 diyet kisitla-
mas1 grubunda artarken, kontrol grubunda de-
gismedi ve diyet kisitlamasi ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik (p=0.00)
bulundu. Enterokok sayisinda 30. giinde anlam-
lilik (p=0.00) belirlenirken, diger bakteri grupla-
rmin aksine 150 giinliik diyet kisitlamas1 sonrasi
enterokok sayisi1 degisiklik gostermedi. Entero-
kok sayis1 kontrol grubunda 1 logy diisti ve
grup icinde anlamli bir farklilik (p=0.00) tespit
edildi. Iki grup arasinda enterokok sayilar kar-
silastirildiginda anlamlilik (p=0.15) ortaya ¢ik-
madi. Gruplara ve gunlere gore koliform bakte-
ri, enterokok ve Enterobactericeae sayilari tablo
2’de ozetlendi.
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Tablo 2: Gruplara ve 1.-150. ginlere gore
koliform bakteri, enterokok ve En-
terobactericeae sayilar (logio
kob/qg)

Table 2: Coliform bacteria, Enterococci and
Enterobactericeae  counts  (logio
kob/g) according to days 1.-150.

Mikroorganizma

5 Koliform Enterokok Enterobactericeae

S Diyet Diyet Diyet

© Kisitlamasi Kontrol Kisitlamasi Kontrol Kisitlamasi Kontrol
Ortalama+SEM Ortalama+SEM Ortalama+SEM

[

3.98+0.41 3.80+0.26 5.14+0.27 6.20+0.13 3.54+0.34 3.91+0.26
30. 4.24+0.27 3.37+0.29 4.96+0.24 6.24+0.19 4.28+0.21 3.42+0.55
60. 4.53+0.35 3.74+0.30 5.88+0.37 5.35+0.13 4.47+0.24 3.66+0.17
90. 4.07+0.24 4.27+0.28 5.99£0.32 6.06+0.18 4.22+0.18 4.48+0.38
120. 4.24+0.11 3.92+0.45 5.49+0.36 4.95+0.19 4.45+0.14 4.22+0.41
150. 5.04+0.48 3.07+0.22 5.04+0.15 4.31+0.36 4.96+0.32 3.11+0.16

Tartisma ve Sonug

Diyet kisitlamasinin barsak mikroflorasi
lizerine etkisi ilizerine gergeklestirilen caligma
sayisi ¢ok yetersizdir. Mevcut c¢aligma diyet
kisitlamasmin tek basma barsak mikroflorasi
iizerine etkisini ortaya koyan ilk aragtirma 6zel-
ligini tasimaktadir. Bu konu ile ilgili yapilan
akademik caligmalar ¢esitli veritabanlarinda
tarandiginda sadece Elal Mus ve Ak Sonat (E
Mus 2015) tarafindan gergeklestirilen diyet
kisitlamasi ile birlikte oral yolla B-glukan kulla-
niminin ratlarin digkisinda bulunan bazi bakteri-
lerin gelisimine etkisinin arastirildigi makale
bulunmustur.

Gergeklestirilen ¢aligmaya ait mikrobiyo-
lojik analiz sonuglar1 ile Elal Mus ve Ak So-
nat’in makale sonuglar1 kargilastirildiginda;
Mevcut ¢aligmada diyet kisitlamasi uygulanan
ratlarin  fegesindeki laktobasillerin  sayisinda
anlaml bir artig gézlenirken, diger ¢aligmada (E
Mus 2015) laktobasil sayis1 6 aylik diyet kisit-
lamasi sonrasinda ayni dlizeyde (baslangic 9.02,
bitis 9.11 logyo kob/g) kalmis ve bundan dolay1
istatistiksel olarak bir anlam tespit edilmemistir.
Koliform bakteri ve Enterobactericeae sayilar
gergeklestirilen calismada yaklasik 1 log artis
gOsterirken, diger aragtirmada (E Mus 2015) bir
degisiklik gostermemistir (sirasiyla baslangi¢ ve
bitis diizeyleri 5.13-5.36, 5.27-5.44 log;o kob/g).
Enterokok sayilari ise yalnizca diyet kisitlamasi
uygulanan ratlar ile diyet kisitlamasiyla beraber
B-glukan verilen ratlarin (E Mus 2015) fegesin-
de benzer sayilarda tespit edilmistir.

Probiyotik bakteri olan laktobasiller anti-
diyareik, hipokolesterolemik, antienflamatuar,

diyabeti geciktirici, kanseri Onleyici etki gibi
birgok sagliga faydali 6zellige sahiptir (Rajku-
mar 2015). Bu baglamda rat 6rneginde 150 giin-
lik diyet kisitlamasi barsak mikroflorasinda
olmast istenilen probiyotik laktobasiller Gzerine
olumlu etki meydana getirmistir. Diger bir taraf-
tan yine barsak kaynakli mikroorganizmalar
olan koliform bakteri ve Enterobactericeae
sayllarimi arttirmistir.  Enterokok sayisini ise
etkilememistir. Gergeklestirilen bu caligma so-
nucunda diyet kisitlamasinin ratlarin barsak
mikroflorasin1 degistirme potansiyeline sahip
oldugu belirlenmistir.
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