T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
INFEKSIYON HASTALIKLARI VE KLINIK
MIKROBIYOLOJI ANABILIiM DALI

PROBIYOTIiK MIKROORGANIZMALARIN
GASTROINTESTINAL SISTEM UYUMLULUGU VE

ENTERIK PATOJENLERE ETKISi

UZMANLIK TEZI

DR SEMRA TOPRAK KAVAS
TEZ DANISMANI: PROF DR HUSEYIN TURGUT

DENIZLi - 2007



Is bu ¢aligma jiirimiz tarafindan INFEKSIYON HASTALIKLARI VE KLINIK
MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALIPnda TIPTA UZMANLIK TEZ] olarak kabul

edilmigtir.

BASKAN
Prof. Dr. Hiiseyin Turgut

UYE ’
Pro_f. Dr. fiknur Kaleli

UYE
Dog. Dr. Serhan Sakarya é

UYE

Yrd. Dog. Dr. Suzan Sagar ? f/\/

UYE
Yrd. Dog. Dr. Serife Akalin

,

Yukarda imzalarin adi gegen 6gretim tiyelerine ait oldugunu onaylanm.

03/9%n0. .

DEKAN;)@O"/\,
Prof DrZafer AYB

Dekan V.
is bu ¢aligma jirimiz tarafindan INFEKSTYON HASTALIKLARI VE KLINIK

MIKROBIYOLOJ ANABILIM DALI’nda TIPTA UZMANLIK TEZ] olarak kabul

edilmistir.

II



TESEKKUR

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Infeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda onur ve kivangla siirdiirmekte oldugum uzmanlik
egitimi siirecimi tamamlamak {izereyim. Uzmanlik egitimim boyunca en iyi sekilde
yetismem icin kendi bilgi ve birikimini, uzmanlik alanim ve hekimlik meslegimle
ilgili kendimi gelistirmem konusunda, sonsuz destegini esirgemeyen degerli hocam
Prof Dr Hiiseyin Turgut’a en igten tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Bu tezin tiim agamalarinda yardim saglayan, bilgi ve deneyimlerini sonsuz bir
sabirla paylasarak bilimsel anlamda farkli bir bakis a¢is1 kazanmami saglayan degerli
hocam Dog Dr Serhan Sakarya’ya,

Egitimim siiresince yakin ilgi ve yardimlarin1 gordigim, bilgi ve
deneyimlerinden yararlanmis oldugum, beni her zaman ve her konuda dinleyip
sorunlarima anlayis ve ¢6ziim getiren degerli hocam Yrd Do¢ Dr Suzan Sagar’a,

Destek ve ilgilerini esirgemeyen, tez ¢alismam boyunca kolaylik ve anlayis
gosteren, teorik ve pratik bilgilerini paylasan degerli hocalarim Yrd Dog¢ Dr Selda
Sayin Kutlu ve Yrd Dog Dr Serife Akalin’a,

Rotasyon egitimi aldigim siire igerisinde bilgi ve deneyimlerinden
yararlandigim, basta Prof Dr Ilknur Kaleli olmak iizere Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim dalinda ¢alisan hocalarim, asistan ve laborant arkadaglarima,

Uzmanlik egitimim siiresince birlikte ¢aligmaktan mutluluk duydugum asistan
arkadaslarim Dr Ali Asan, Dr Derya Cenger, Dr Ozlem Yilmaz, Dr Demet Okke, Dr
Selmin Caylak, Dr Berna Bagkan, Dr Banu Karahasanoglu ve Dr Aysegiil Kartal‘a

Tez ¢alismam siiresince laboratuvar acisindan bana yardimct olan Burcu Kurt
Mestav ve Engin Giilen’ e,

Tiim hayatim boyunca sevgi ve desteklerini benden esirgemeyen annem,
babam, kardeslerim ve sevgili esim Murat Kavas’a en ic¢ten tesekkiir ve saygilarimi

sunarim.

III



1.
2.

A A

ICINDEKILER

SAYFA NO
GIRIS VE AMAC....... 1
GENEL BILGILER... 2
2.1. GASTROINTESTINAL SISTEM FLORASI VE ONEMI.....ccccovcuucunec. 2
2.1.1. Gastrointestinal mikrofloranin islevIeri............c.ccooeveivviiiiiieiciie e, 4
2.2. PROBIYOTIKLER... 6
2.2.1. TarTNCC....vviiieiiiee e 7
2.2.2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar ve mikrobiyolojik
OZ@IITKICTI. ..o 7
2.2.3. Etkili probiyotik tiirlerin temel 6zellikleri...........ccoeeveveencieeeniieenneen. 10
2.2.4. Probiyotiklerin etki mekanizmalart...........cocceviiiiiniiiiinniee 11
2.2.5. Probiyotiklerin sagliga yararlart ..........ccccoeeveeiiieniiecieniieieeeeeeeee, 18
2.2.6. Probiyotiklerin yan etki ve komplikasyonlart...........ccecceveerueriennennee. 19
2.3. AKUT INFLAMATUAR GASTROENTERITLER
2.3.1. Ishal Patogenezine Etkili FaKtOTler............cococoevevevveeeeieeeeereeeeennen 20
2.3.2. IShal PAtOZENEZI........oeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 23
2.3.3. Akut Inflamatuar Diyarelerde Tam ve Tedavide Genel Yaklasim
TIKELETT ..o 23
GEREC VE YONTEM.....uuoirecncnerennenesesssssssssesessssssssssssssssssssesssssssssssssssess 26
3.1. Bakteriler ve lireme KOSUllari...........ccoeoveieiiiiieiieeeiieeeee e 26
3.2. Probiyotik mikroorganizma supernatantlarinin (SCS) hazirlanmasit............. 26
RN B 5 1510 23 [ OSSPSR 27
3.4. Probiyotiklerin asit duyarliliginin tespiti........cceevueeviieniiiiieniieiierie e 28
3.5. Probiyotiklerin safra duyarliliginin tespiti.........cccceeveeriiienieniieiniienieeeeee, 28
3.6. Plak-diffizyon teKNIGi......cc.covuievuieriieiiieeie ettt 29
3.7. Istatistiksel DeSerlendirme. ...........coueveueveuieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 30
BULGULAR 31
TARTISMA 47
SONUGCGLAR.....ucouiirnrinsninsenssicssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 54
OZET uouuereinicnisensinssnssesssecsssssssssessssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssss 55
YABANCI DIL OZETHcuucocinvininsinscascsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 57
KAYNAKLAR ............ 59

IV



TABLOLAR CIZELGESI

SAYFA NO
Tablo-1: Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar...........c.cccccceevvveeinieeennnnnn. 8
Tablo-2 : Probiyotik mikroorganizmalarin asit duyarlili@t..........cocceeiieniiiiinnnnnnen. 31
Tablo-3: Probiyotik mikroorganizmalarin safra duyarlili@i........ccceeevieninnininenne. 33



SEKILLER CiZELGESI

SAYFA NO
Sekil-1: Gastrointestinal sistemin degisik kisimlarinda bulunan mikroorganizmalar .3
Sekil-2: L. acidophilus’un farkli pH’larda tireme yogunlugu ..........ccccoeeieiieninnnen. 31
Sekil-3: L. casei’nin farkli pH’larda tireme yogunlugu ..........ccccceevviviiienienieeniennn. 32
Sekil-4: S. cerevisiae’nin farkli pH’larda tireme yogunlugu .........cccccvveviveeviennennne. 32
Sekil-5: S. boulardii’nin farkli pH’larda tireme yogunlugu .........cccceevvevveieennnennne. 32
Sekil-6: L. acidophilus safra duyarlili@l..........ccccooeiiiiiiiiiiiiiieee e 33
Sekil-7: L. casei safra duyarlili@l..........ccocoeiiiiiiiiiiiiniiiiceeeee e 33
Sekil-8: S. cerevisiae safra duyarlilil..........cccoeoviiiiiiiiieniiiiiieieeee e 34
Sekil-9: S. boulardii safra duyarlili@1 ........ccccoeeeeiiiiiiiiie e 34
Sekil-10: S. #yphi kiiltlirtinde probiyotik mikroorganizmalar ve siipernatantlarinin
INhIDISYON ZON GAPLATL...c.uiiiiiiiiiieiieeiieie ettt e ebe e eas 35
Sekil-11: Probiyotik mikroorganizmalarin S. typhi’de inhibisyon zon ¢aplart........... 35

Sekil-12:  Probiyotik  mikroorganizmalarin  siipernatantlarinin =~ S.  fyphi’de
olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplari...........ccocceeviiiiiiiieniiieeteeee e 35
Sekil-13: S. typhi kiiltiirtinde her bir probiyotik mikroorganizma ve siipernatantlarin

olusturdugu INhibiSYON ZONIATT .......c.cccviiiiiiiiieiieieeieeeeee e 36

Sekil-14: S. typhi kiiltiirtinde Lactobacil tiirleri ve siipernatantlarinin inhibisyon

0311 - & DO OSSPSR 36
Sekil-15: S. typhi kiiltiiriinde L. casei ve slipernatantinin inhibisyon zonlart............. 37
Sekil-16: S. typhi kiiltiirtinde S. boulardii inhibisyon ZoNU............cccccevvverienieneennenne. 37

Sekil-17:  S.  enteritidis  kiiltiirinde  probiyotik = mikroorganizmalar  ve
siipernatantlarinin inhibisyon Zon ¢aplari..........cccceeevieeviieniiiiieniiieierie e 38
Sekil-18: Probiyotik mikroorganizmalarin S. enteritidis’te olusturduklar1 inhibisyon
0} (0221 o) -1 o DO OO SRRSO RRPPRIP 38
Sekil-19: S. enteritidis kiiltiirlinde probiyotik mikroorganizmalarin siipernatantlarinin
INhIDISYON ZON GAPLATT...cuviiiiiiiiiiiieeie ettt et 38
Sekil-20: S. enteritidis kiiltiirtinde her bir probiyotik mikroorganizma ve
siipernatantlarin olugturdugu inhibisyon zonlart...........ccceecveerierciienieecieenieeieeieens 39
Sekil-21: S. enteritidis kiiltiirinde Lactobacil tiirlerin olusturdugu inhibisyon

ZOTUAT . e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e aaeeeeee e e eaa e aaeeaeeeeaeaaaaaaaeaaaaae 39

VI



Sekil-22: S. enteritidis kiiltiirlinde Lactobacil casei ve siipernatatinin inhibisyon

ZOMUAT T c.eititieiee ettt sttt sttt ettt b e s nae e 40
Sekil-23: E. coli kiiltiiriinde probiyotik mikroorganizmalar ve siipernatantlarinin
INHIDISYON ZON GAPLATL...cuviiiiiieiiiiiieiie ettt e e e seaeeaneens 40
Sekil-24: E. coli kiiltiiriinde probiyotik mikroorganizmalarin inhibisyon zon
(o710 F: 1 FO SR RRUURR USRSt 41
Sekil-25: E. coli Kkiiltiirlinde probiyotik mikroorganizmalarin siipernatantlarinin
INHIDISYON ZON GAPLATL...cuviiiiieiiiiiieeie ettt et saee e beeseae s ens 41

Sekil-26:. E.coli kiiltiiriinde her bir probiyotik mikroorganizma ve siipernatantlarin

olusturdugu InNhibiSyon ZONIArT........c.cceciiiiiiiieiiiecie e 42
Sekil-27: E.coli kiiltiirtinde Lactobacil tiirlerin olusturdugu inhibisyon zonlarrt.......42

Sekil-28: E.coli kiiltiirtinde Lactobacil casei ve siipernatatinin inhibisyon zonlari..43

Sekil-29: S. sonnei kiiltiirinde probiyotik mikroorganizmalar ve siipernatantlarinin
INhIDISYON ZON CAPIAIT...cciiiieiiiieiiie ettt et e e e e e rar e eaaeeeaaeeens 43

Sekil-30: S. somnei Kkiiltiiriinde probiyotik mikroorganizmalarin inhibisyon zon
CAPIATT .ttt ettt ettt et e et e et e e bt e e nbe e teeenbeenaeeenne 44
Sekil-31: S. sonnei kiiltiiriinde probiyotik mikroorganizmalarin siipernatantlarinin
INhIDISYON ZOMN CAPIATT...eciuiiiiiiie ettt et e e ae e e sbee e eeneeeenaee e 44
Sekil-32: S. sonnei kiiltiiriinde her bir probiyotik mikroorganizma ve siipernatantlarin
olusturdugu INhibiSYon ZONIArL........c.ccceeiiiiiiiiiiieie e 45
Sekil-33: S. sonnei kiiltiiriinde Lactobacil tiirlerin olusturdugu inhibisyon zonlart ..45

Sekil-34: §. sonnei kiiltiriinde L. acidophilus ve slipernatatinin inhibisyon zonlar1.46

VII



TLR
NF
AMP
EIEC
EHEC
EPEC
ETEC
MALT
ST

LT
SCS
RSHM
MRS
SDA
TSB
HCI
NaOH
SF
PBS
H,0,
IgA
IgE
IFN-8
IL-12
Th

KISALTMALAR

Toll benzeri reseptorler
Niikleer faktor

Adenozin monofosfat
Enteroinvaziv E. coli
Enterohemorajik E. coli
Enteropatojenik E.coli
Enterotoksijenik E.coli
Mucosa associated lymphoid tissue
Stabil toksin

Labil toksin

Spent culture supernatant
Refik Saydam Hifzisstha Merkezi
De Man Rogosa Sharpe
Sabouroud Dextrose Agar
Tryptic Soy Broth
Hidroklorik asit

Sodyum hidroksit

Serum fizyolojik

Fosfat buffer saline
Hidrojen peroksit
Immunglobulin A
Immunglobulin A
Interferon 8

Interldkin 12

T helper

VIII



I. GIRIS VE AMAC

Insanlarla karsilikl1 yarar saglama gergevesinde canliliklarin1 devam ettiren ¢ok
sayida mikroorganizma bulunmaktadir. Normal mikroflora; 6zellikle ¢cok yogun ve
farkli bakterinin bulundugu gastrointestinal sistem florasi, konagmn bircok
biyokimyasal, fizyolojik ve immunolojik Ozelliklerini ve ekzojen patojen

mikroorganizmalarin kolonizasyonunu etkilemektedir (1,2,3).

Probiyotikler, “yeterli miktarda alimi sonucu konagin saglikli kalmasini ve
hastaliklarin tedavisini saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmistir (4).
Gastrointestinal sistemin normal florasinda bulunmalar1 yaninda, fermente edilmis
yiyeceklerle de alinmaktadir (5,6,7,8). Bununla birlikte uzun yillardir gerek terapotik
gerekse profilaktik olarak antibiyotikle iliskili diyare, psddomembrandz kolit,
seyahat diyaresinde adjuvan olarak kullanilmakta ve inflamatuar barsak hastaliklari,
alerjik hastaliklar, kolon kanseri dnlenmesi basta olmak iizere ¢ok cesitli alanlarda

kullanimina y6nelik basarili aragtirmalar stirdiiriilmektedir (5,9,10).

Gelismekte olan {ilkelerde, akut gastroenteritlerin yarisindan fazlasinin
bakteriyel orijinli oldugu bildirilmistir. Gastroenterit etkenlerinden, dizanteri tablosu
ile seyreden invaziv etkenlerin antibiyotikle tedavisi gerektigi bilinmekte; ancak bu
tedavinin flora {izerine olusturduklar1 baskilayici etki ve antibiyotik diren¢ sorunu

yeni tedavi arayiglarini giindeme getirmektedir.

Bu calisma ile probiyotik olarak tanimlanmis mikroorganizmalarin,
gastrointestinal sistem kosullarina direngleri ve enterik patojenlere karsi etkisi
arastirilmistir. invazyon yolu ile akut gastroenterite neden olan ve siklikla izole
edilen; Salmonella enteritidis, Salmonella typhi, Shigella sonnei ve Escherichia
coli'ye  karst  etki  mekanizmalarini  aydinlatmak  adina,  probiyotik
mikroorganizmalarin kendi canli suslar1 ve canli mikroorganizma igermeyen
siipernatantlar1 ~ kullanilmigtir.  Probiyotik  olarak, Lactobacillus — acidohilus,
Lactobacillus casei, Saccharomyces boulardii ve Saccharomyces cerevisiae suslari
secilmis ve hem fizyolojik bariyerlere diren¢lerini hem de etken patojenleri inhibe

etme yeteneklerini ortaya koymak hedeflenmistir.



II. GENEL BILGILER

GASTROINTESTINAL SISTEM FLORASI VE ONEMI

Insanlarla karsilikl1 yarar saglama gergevesinde canliliklarin1 devam ettiren ¢ok
sayida mikroorganizma oldugu, hatta yoksunluklarinda c¢esitli hastaliklarin meydana
gelmesini sagladiklar1 ya da kolaylastirdiklar1 bilinmektedir. Insan viicudunda
okaryotik hiicre sayismm (10") 10-20 kati mikrorganizma (10'*) bulunmaktadr.
Saglikli bireylerin bagirsaklarindaki mikrorganizma tiirii sayis1 yaklagik 500°diir (2).

Saghkli bireylerde gastrointestinal sistem (GIS) sindirim ve bosaltim
fonksiyonlar1 yaninda, olusabilecek sistemik veya lokal enfeksiyonlarin en dnemli
giris yollarindan biridir. GIS’in anatomik, kimyasal ve biyolojik bariyerleri
enfeksiyon olusumunu engelleyen en Onemli savunma mekanizmalaridir. Bu

mekanizmalar direkt ve indirekt yollarla enfeksiyonun gelisimini engellerler.

Normal floranin olusumu kompleks bir siirectir. Bu siireci etkileyen baslica
faktorler, dogum yontemi, diyet, mikrop-mikrop ve mikrop-konak iligkileridir (11).
GIS normal floras1 dogumda steril iken, dogumdan hemen sonra dogum sirasinda
yutulan annenin vajinal ve fekal florasina bagli olarak Lactobacillus spp. ve az
miktarda E. coli ve Streptococcus yer almaktadir (2). Bebek anne siitii ile
beslenmeye basladiginda Bifidobacteria tiirleri artmaya baslar (2,3). Bebek anne siitii
almaya devam ettigi siire boyunca Bifidobacter ler floraya hakimdir (10'°- 10 '' gr/
gaita). GIS immun sistemi kullanima hazirlayan bu bakterilerdir ve bunlar
olmaksizin immun sistemin normal fonksiyon goéremiyecegi kanitlanmistir (12).
Saglikli bebeklerde, ikinci yilin sonuna dogru, erigkin florasinin benzeri flora

olugmaya baglar.

Normal mikroflora, antimikrobiyal ajanlarin kullanimi basta olmak iizere,
yashilik ve hastalik gibi etkenler ile degisikliklere ugrayabilmektedir (13).
Probiyotiklerin bu degisime karst ciktigt ve bu suretle patojenik bakterilerin

kolonizasyonu riskini azalttiklar1 diistiniilmektedir (14,15).



Flora bakterilerinin metabolizmasiyla olusan lokal pH veya redoks
potansiyeli degisiklikleri ve bazi1 bakterilerce olusturulan hidrojen siilfiir ve kisa
zincirli yag asitleri, patojen mikroorganizmalari inhibe edici 6zellik saglamaktadir.
Flora bakterileri potansiyel bagirsak patojenlerinin yerlesimini dnler (kolonizasyon

direnci) (16,17).

Gastrointestinal sistem, intestinal mikroflora ve konak¢i arasinda hassas bir
dengede olan kompleks bir ekosistemdir (2). Mikroflora, baslica fakiiltatif anaerob
ve zorunlu anaeroblardan olusmaktadir (3). Insanlarda barsak bakteriyel
popiilasyonunun yaklasik olarak %95°1 Bifidobacterium, Clostridium, Eubacterium,
Fusobacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus ve Bacteroides tiirlerinin iginde
bulundugu zorunlu anaeroblardan olusmaktadir. Barsak popiilasyonunun yaklasik
olarak %]1-10’nunda ise Lactobacillus, E. coli, Klebsiella, Streptococcus,
Staphylococcus ve Bacillus tiirlerinin  dahil oldugu fakiiltatif anaeroblar
bulunmaktadir (2,3). Aerobik organizmalar ¢ok az miktarda bulunan Pseudomonas
disinda saglikli bireylerin intestinal sisteminde bulunmazlar. GiS’in boliimlerine gére
inceledigimizde; midede ~100 CFU/ml, ince barsakta ~10*- 10° CFU/ml
cogunlugunu fakiltatif anaeroblarin olusturdugu mikroorganizma bulunurken;
kolonda 10'' -10'? CFU/ml zorunlu anaerob ve daha az fakiltatif anaeroblar
bulunmaktadir (15,18). Gastrointestinal sistemin degisik kisimlarinda bulunan
mikroorganizmalar sekil 1’de gosterilmistir.Bu bakteriler bagirsak mukozasi ile

stabil bir ekosistem olusturmaktadir.

OSEFAGUS
Mikraorganizma yok

MIDE
10* cfuigr
Candida albicans
| Helicobacter pyiori

Lactobacillus
Streptococcus

DUODENUM

Sekil 1. Gastrointestinal sistemin degisik kisimlarinda bulunan mikroorganizmalar.



Mikrobiyal floray1 etkileyen faktorler; konak¢inin gesitli fizyolojik durumlar
(yas, stres, saghik durumu, etnik c¢evre), diyet icerigi ve c¢evresel faktorler
(patojenlerle kontaminasyon, ilag kullanimi vb.) ile iliskili olabilir. Diyet veya
iklimde degisiklikler, yas, ila¢ kullanimi, hastalik, stres veya infeksiyon genelde ince
barsakta anaeroblarin ve E. coli’nin artigina sebep olurken, kolonda barsak bakterileri
ve Streptococcus tiirlerinde artis ile birlikte Bifidobacterium miktarinda azalmaya
neden olur. Florada bulunan mikroorganizmalarin sayis1 azaldiginda cesitli saglik
sorunlar1 (ishal ve kolit gibi) ortaya cikmaktadir. Gegirgenligi artan bagirsak
duvarindan antijenik proteinlerin gegisi artmakta ve inflamatuvar yanit zinciri
islemeye baslamaktadir. Bagirsaklarda flora dengesinin bozuldugu bu gibi

durumlarda (antibiyotik kullanim1) probiyotik destegi 6nem kazanmaktadir (2).

Gastrointestinal mikrofloranin islevleri

Giinlimiizde, normal insan mikroflorasinin ekzojen patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonuna kars1 bir bariyer olarak onemli oldugu
bilinmektedir (1). Normal mikroflora; 6zellikle ¢ok yogun ve farkli bakterinin
bulundugu gastrointestinal sistem florasi, konagin bir¢ok biyokimyasal, fizyolojik ve

immunolojik 6zelliklerini etkilemektedir (14).

Barsak mikroflorasi, immun sistem maturasyonu, normal intestinal
morfolojinin gelismesi ve immunolojik olarak inflamatuar yanitt dengelemek igin
onemlidir. Intestinal mikrobiyal dengenin herhangi nedenle bozulmasi cesitli
gastrointestinal rahatsizliklarla sonug¢lanmaktadir. Saglikli infant mikroflorasi, besin
maddelerinden tam olarak yararlanmada ve zararli c¢evresel etkenlere karsi defans

mekanizmasinda 6nemli bir rol oynar (3).

Flora bakterileri ile bagirsak epitel hiicreleri ve intestinal lenfoid doku arasinda
devamli bir etkilesim s6z konusudur. Bagirsak bakterileri “Toll-like reseptorler”
(TLR) ve “nucleotide-binding oligomerisation domain” (NOD) proteinleri tarafindan
taninir. Bu reseptdrler bakteri hiicre duvari lipopolisakkaritleri, peptidoglikanlar,
bakteriyal flajellin ve metillenmemis bakteri DNA’lar1 araciligi ile ayirt edilir.

Patojen bakteriler bu reseptorler araciligi ile inflamasyon baslatirken, patojen



olmayanlar baglatmamaktadir. Bu ayrimda dendritik hiicrelerin rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Dendritik hiicreler B hiicreleri tarafindan IgA yapimini arttirmakta,

IgA ise bagirsak hiicrelerine translokasyonu azaltmaktadir (11).

Intestinal mikroflora, birbirine zit iki gérev olan, diyetle alman antijenler ve
commensal (yararl) mikroorganizmalara kars1 tolerans ve patojenik mikroorganizma
ve toksinlerine karst da immun yanit gelismesine katkida bulunur. Gelismis
toplumlarda alerjik hastaliklarin insidansindaki artis, bebeklerin GIS floralarinin
yeterince gelisememesine baglanmaktadir. Cevresel sartlarin iyilestirilmesi ve dogal
fermente olmus yiyecek maddelerinin tiiketiminin azalmasinin etkisi ile

mikroorganizmalarla daha az karsilagilmasi bu sonucu dogurmaktadir (19,20,21).

Disaridan gelen mikroorganizmalarin eliminasyonunu saglayan ‘kolonizasyon
direnci’ mekanizmasinin temel Ogesi, flora elemanlaridir. Mikroflora, intestinal
mukozanin bariyer islevini gii¢clendirir, patojenik mikroorganizmalarin tutunmasinin
ve allerjenlerin  girisinin  engellenmesine  yardimct  olur  (15). Ayrica
mikroorganizmalar arasi olumsuz iligkilerden (rekabet, parazitlik) kaynaklanan direkt

etki de kolonizasyon direncine katkida bulunmaktadir (11).

Mikrofloranin bazi {iyeleri, viicut i¢in gerekli biotin, pantotenik asit, vitamin

B12 gibi belirli vitaminlerin saglanmasina katkida bulunur.

Mikroflora, degisik besinlerin absorbsiyonu ve sindirimini kolaylastirarak
beslenme fizyolojisinde 6nemli bir rol oynar. Kolonda kompleks polisakkaritlerin
pargalanmas1 (ksilan, glukan, pektin, musin, glikoprotein), Bacteriodes tiirii flora
elemanlan ile gergeklesir (22). Endojen ve ekzojen karbon ve enerji kaynaklarinin
fermentasyonundan sorumludur. Oligosakkaritlerin fermentasyonu ile ortaya ¢ikan
kisa zincirli yag asitleri konaker i¢in yararlidir. Bunlar arasinda yer alan biitirik asit
epitel hiicreleri icin yakit Ozelliginde oldugundan mukozanin sagligi agisindan

olduk¢a 6nemlidir.

Sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmalar, lipidlerin sindiriminde ya

direkt olarak lipid iceren besinler iizerinde lipolitik aktiviteleriyle veya endojen



lipidler indirekt olarak safra tuzlarin1 ve kolesterol metabolizmasini modifiye ederek

1§ goriirler (22).

PROBIYOTIKLER
Probiyotikler, intestinal mikrobiyal dengeyi diizenleyerek konaga yararl etkisi
olan canli mikroorganizmalar olarak bilinmektedirler. Probiyotikler giiniimiizde; tip,
veterinerlik, gida miihendisligi gibi genis bilim alanlarinin dikkatini ¢ekmekte; bu

konudaki gelismeler heyecan uyandirmaktadir.

Probiyotikler, Birlesmis Milletler Yiyecek ve Tarmm Orgiitii (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) ve Diinya Saglik Orgiitii uzman
heyetince; ‘yeterli ve uygun miktarda alindiginda kisinin saghigina olumlu katkilar
olan canlt mikroorganizmalar’ olarak tanimlamislardir (4). Bundan sonra ¢ok sayida
hayvan c¢aligmast ve smnirli sayida insan c¢alismasi ile probiyotiklerin cansiz
bilesenlerinin etkileri gdsterilmis ve tanimlama; ‘canli mikroorganizmalar ve onlarin
komponentleri’ olarak genisletilmistir (4). Bu iki kurulus, saghiga yarar saglayan
probiyotik tiirlerini, etki alanlarin1 ve insan tiiketimi i¢in giivenli ve gerekli

miktarlarini tanimlayici ¢aligmalarda bulunmuslardir (4).

Probiyotikler, insanlarin normal barsak mikroflorasinin elemanlarindan olup
hastalik, yaslilik, ila¢ kullanma gibi normal floray1 etkileyen durumlarda normal
diizeyin altina inebilmekte ya da normal durumlarda da etkin olabilecek seviyenin
altinda bulunabilmektedirler. Bu nedenle yiizyillar 6nce uzun yasamin iksiri olarak
kullanilan probiyotiklerin, giiniimiiz tibbinda kanitlanmis yararlar1 dogrultusunda

alinmasinin uygun olacagi diistiniilmektedir.

Glinlimiizde patojenik bakterilerde artan antibiyotik direnci ve tiiketicilerin
ilaclar yerine dogal iiriinleri talep etmeleri, probiyotiklerle daha fazla ilgilenilmesini
saglamistir (4). Benzer sekilde, et, slit ve yumurta gibi hayvansal {iriinlerde
antibiyotik ve hormon kalintilar1 sonucunda bunlari tiiketen insanlarda toksisite,
kanser gibi sorunlar goriilmeye basladig i¢in, bu olumsuz etkileri ortadan kaldiracak

alternatif kaynak olarak “probiyotikler” giindeme gelmistir.



TARIHCE

Probiyotik ismi, iki Yunanca kelimeden tiiretilmistir; pros ve bios, yani yasam
icin, yasami kolaylastiran anlamlarina gelmektedir (23). Probiyotiklerin tarihi,
insanlik tarihi ile baglar. Yunan ve Romalilar’in, peynir ve siit tiikketimini 6zellikle
cocuklara ve iyilesme déneminde olan hastalara onerdikleri bilinmektedir (23). MO.
76 yilinda Roma tarihgisi Plinius ishal tedavisinde fermante siit {iriinlerinin

kullanilmasin1 salik vermistir.

Probiyotikler 1970’lerde hayvan yemlerinde biiylimeyi destekleyici katkilar
olarak kullanilmaya baslanmis olup, Fuller tarafindan ‘barsak mikrobiyal dengesinin
diizenlenmesi yoluyla kullanilan hayvana yararh etkileri bulunan canli mikrobiyal
yiyecek (yem) katkilar1’ olarak tanimlanmistir (24). Bununla birlikte gegen yiizyilin
baslarinda modern immunolojinin babast ve mikrobiyolog olan Rus bilim adam1 Elie
Methcnihoff, fermente siit iirlinleri tiikketimine bagli, etnik gruplar arasinda uzun
yasam farklilhigma dikkat cekmis ve bu konudaki ¢alismalar1 ile Nobel Odiilii’nii
kazanmigtir (24). Methcnihoff, bu iiriinler i¢inde bulunan mikroorganizmalarin,
karbonhidratlarin fermentasyonu yoluyla enerji saglayan bakteriler olan non-
patojenik mikroorganizmalar ile, konaga zararli olan toksik son iiriinleri proteinlerin
yikimiyla olusturan patojenik mikroorganizmalar arasindaki dengeyi sagladiklarini
kanitlamaya calismistir (24). Bu goriise yonelten gozlem, fermente siit {iriinlerini

fazlaca tiikketen Bulgar koyliilerinin uzun ve saglikli yasamlart olmustur.

Son yillarda, probiyotikler, insan ve hayvan sagligi lizerine etkilerinin ayrintili
sekilde calisilmasi yani sira, gida ve ziraat sektdriinde de genis bir arastirma ve

kullanim alan1 bularak hayatimiza hizla girmistir.



PROBIYOTIK OLARAK KULLANILAN MIKROORGANIZMALAR VE
MIKROBIYOLOJIK OZELLIKLERI

Tablo 1 : Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus cellebiosus
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus lactis
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri
Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei
Lactobacillus Spp. Lactobacillus curvatus, Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus johsonli
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus

Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium Spp. Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium longum, Bifidobacretium
thermophilum

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus

Bacill .
acillus Spp Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus

cereus

Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici

Pediococcus Spp. .
pp Pediococcus pentosaceus

Streptococcus cremoris, Streptococcus thermophilus

Streptococcus Spp. Streptococcus intermedius, Streptococcus lactis

Streptococcus diacetilactis

Bacteriodes Spp. Bacteriodes capillus,Bacteriodes suis

Bacteriodes ruminicola, Bacteriodes amylophilus

Propionibacterium shermanii,

Propionibacterium Spp. . . o
P PP Propionibacterium freudenreichii

Leuconostoc Spp. Leuconostoc mesenteroides
Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii,

Candida torulopsis




Bifidobacterium genusu

Actinomycetaceae familyasi icinde bulunmaktadirlar. Bifidobacter’ler, insan ve
baz1 hayvanlarin kalin barsak, agiz ve vajina normal florasinda bulunmaktadirlar.
Yeni doganlar, ozellikle anne siitiiyle dogumdan birkag¢ giin sonra bifidobakterler ile
kolonize olurlar. Bifidobacter’ler anne siitiiyle beslenen infantlarin fegeslerinden
izole edilebilirler. Kolonda bu bakteri popiilasyonu yas ilerleyinceye kadar relatif
olarak sabit kalirken diyet, antibiyotik kullanimi ve stres gibi faktorlerle zaman
zaman degisim goriilebilir. Gram pozitif, anaerob, hareketsiz, sporsuz, morfolojik
olarak farkli sekillerde goriilebilirler. Adlarmi, genellikle Y seklinde ya da bifid

formda olmalarindan alirlar (17).

Bifidobacter’lerin insan kaynakli olanlarinin ¢ogu optimum 36-38 °C de
gelisme gosterir. Bifidobacter’ler pH 5-7 ortamda gelisebilen asidofillerdendir.

Ancak faaliyetleri ve gelismeleri pH 5 alt1 ve 8’in {istlinde tamamen durur (17,22).

Lactobacillaceae familyasi

Lactobacillus familyas1 liyeleri dogada oldukca yaygindir. Hayvan ve insan
barsaginda, normal siit florasinda bulunmaktadirlar. Basil seklinde olan bu bakteriler,
diizgiin ¢ubuk, kokobasil veya uzun zincir olusturan basil seklinde bulunabilirler.

Cok az tiir veya susun disinda hareketsizdirler.

Gram pozitif reaksiyon veren bakteri, kiiltlirlerin eskimesi ile gram negatif ve
uzun zincir goriiniimiine degisebilmektedir. Spor olusturmayan, anaerop veya
mikroaerofil bakterilerdir. Ureme sicakliklar1 5-55°C arasinda degisebilir. Optimum

tireme pH 5.5-5.8 araliginda goriilmiistiir.

Patojen ozellik gostermezler. Aksine olusturduklari antibakteriyel 6zellikteki
maddeler ile patojen ve saprofit bakterilerin gelismesini engelledikleri
distintilmektedir. Lactobacillus genusunun taksonomisi tam olarak bilinmekte ve bu
genus i¢inde 50 tiir, lic gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar, bakterinin laktozu fermente

etme tiplerine gore olusturulmustur (17,22).



Saccharomyces tiirleri

Saccharomyces tiirleri, mantar ailesine ait olup, baslica probiyotik mantar, S.
boulardii’dir. S. boulardii ayn1 zamanda S. cerevisiae Hansen CBS 5296 olarak
bilinir. S. boulardii, normalde non-patojenik bir mantardir. Antibiyotik kullanimina

bagl gelisen diyare tedavisinde kullanilmaktadir.

Gram pozitif boyanma 06zelligi gosteren maya formunda goriilmektedirler. 4-8
mm boyutlarinda, oval veya sferik sekilde morfolojiye sahiptirler. Askospor
olusturmaktadirlar. ~ Standart mantar besiyerinde 37°C’de  iiremektedirler.

Karbonhidratlar1 asimile ve fermente etme yetenegine sahiptirler.

Streptococcaceae familyasi

Sferik ya da oval sekilde; tekli, ikili veya degisik uzunlukta zincir veya tetrat
formunda bulunabilmektedirler. Gram pozitif, fakiiltatif anaerob, sitokrom oksidaz
ve katalaz negatif mikrorganizmalardir. Hareketsiz, sporsuz, homofermentatif
ozelliktedirler. Siit ve siit iiriinlerinde bulunur; yogurt yapiminda kullanilmaktadirlar.
Belli bagh ii¢ genusu vardir: Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus gensusu

(22).

ETKILI PROBIYOTIK TURLERIN TEMEL OZELLIKLERI (23,25,26,27)

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin bazi temel kriterlere uygun
olmasi istenir (25,26). Pankreatik enzim, asid ve safraya direng gostermesi, intestinal
ekosistemde canliligini devam ettirebilmesi, intestinal mukozaya adezyon, insan
kaynakli olmasi, giivenlik, kullanim ve saklama sirasinda 6zelliklerini koruyabilme,

teknolojik olarak iyi 6zelliklere sahip olma bunlarin baslicalaridir (10,23,25,28).

e Patojen ve toksijenik olmama

e insan kaynakli olma

e Taksonomik siiflandirmasinin kesin olmast

e Konake¢imin saghigina olumlu katki yapma

e Mide asidi, safra ve pankreatik enzimlere direngli olma
e Bagirsak hiicre epiteline tutunabilme

e GIS de gegici olarak kolonize olabilme
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e Antimikrobiyal madde {iretimi

e Patojen bakterilere kars1 antagonizma

e Kanser olusumunu tesvik eden bakterilere kars1 antagonizma

e (Canlilarda biiylimeyi tesvik etme ve gelistirme

e Teknolojik progeslere direng gdsterme

e [mmun sistemi stimiile etme, immun cevabi diizenleme

e  Onemli metabolik aktivitelere sahip olma (vitamin sentezleme, disakkridaz ve
laktaz aktivitesi, kolesterol asimilasyonu gibi)

e Saglik tlizerinde olumlu etki yaptigi diislinlilen {iriinlerin iiretilmesinde
degisim meydana gelmemesi

e Toksik metabolitler liretmemeleri, genetik agidan stabil olmalari,

e Probiyotik olarak secilen bakterilerin, islem esnasinda ve depolama siiresince
canliligin1 korumasi ve aktif oldugu bolgede g¢ogalabilmesi tagimasi gereken
en onemli 6zelliklerdendir

e Bunun yam sira toksik metabolitler liretmemeli, genetik agidan stabil

olmalidir.

Cok sayida farkli tiirden mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmaktadir
(25). En yaygin olarak kullanilanlar Lactobacil ve Bifidobacter tiirleridir (1). Bu
tiirler, yukarda sayilan 6zelliklerin bir ¢ogunu tagimaktadir. Ancak belirli tiirlerin
0zel baz1 yonleri ile digerlerinden ayrildigi da yapilan ¢aligmalarla netlesmektedir.
Ormnegin, L. casei susu genis spektrumlu bir inhibitér madde iirettigi ve tripsin,

proteinaz K, karboksipeptidaz A gibi proteazlara dayanikli oldugu bildirilmistir (22).

PROBIYOTIKLERIN ETKi MEKANIZMALARI

Bugiine kadar yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalar, probiyotiklerin farkli
tirlerinin, degisik alanlarda ve birbirinden farkli mekanizmalarla etkili oldugunu
ortaya koymaktadir. Bir probiyotigin gosterdigi laboratuvar ya da klinik etkiyi bagka
bir probiyotik tiirlinlin ya da aym tiiriin farkli bir susunun gostermesi

beklenmemektedir (18).

1. MIKROBIYAL ANTAGONIZMA
1.1. Antimikrobiyal maddelerin iiretimi (29)
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Probiyotik mikroorganizmalarin tirettigi ¢esitli maddeler, hem Gram negatif
hem Gram pozitif bakterilere kars1 inhibitor 6zellikte olabilmektedir. Organik asitler,
H,0, ve bakteriosinler, kimi zaman canli mikroorganizma sayisini azaltmasa da

bakteriyel metabolizma ve toksin iiretimini etkileyebilmektedir (6,18).

Saglikli bayanlarda vajinanin normal florasim1 olusturan Lactobacillus
tirlerinden bir kisminin H,O, {rettiZi ve bu maddenin bakteriyel vajinozise karsi

korunmada etkili oldugu bilinmektedir (21).

Laktik asit ve asetik asit gibi metabolitler, probiyotik mikroorganizmalarin
bircogu tarafindan iiretilerek, ortam pH’sinn diisiiriilmesini saglamaktadirlar (30).
Laktik asit, Helicobacter pylori (H. pylori) ve diger Gram negatif gastrointestinal
sistem patojenlerinin dis membran gecirgenligini arttirarak diger antimikrobiyal
maddeler 1ile birlikte bu patojenleri inhibe edilmesini kolaylagtirmaktadir

(21,31,32,33).

Biosurfaktanlar, yabanci cisim yiizeyine tutunarak kolonizasyon ve infeksiyon
gelismesine neden olan mikroorganizmalar1 engelleyebilmektedirler. Lactobacil’ler

tiirlerinden bazilari tarafindan iiretildikleri bilinmektedir (21)

Bakteriyosin, protein yapisinda maddeler olup, duyarli bakterilerin yiizeyindeki
reseptore baglanarak 6liimiine yol agtig1 ve {lireyen mikroorganizmaya yakin suslara
ve yakin tiirlere karsi, bakterisit etkisi oldugu bilinmektedir. Bakteriyosinler, molekiil
agrilii, biyokimyasal oOzelligi, aktivite spektrumu ile etki mekanizmasinda

degisiklikler olabilen heterojen bilesiklerdir (22).

1.2. Besin maddeleri i¢in yarigsma
Gastrointestinal sistemde patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonuna karsi
en temel savunma mekanizmalardan biri, patojenlerin canliligini siirdiirebilmesi igin
gerekli temel besin maddelerinden mahrum birakmak olacaktir. Normal barsak
mikroflorasinin da benzer bir islevi olsa da bazi durumlarda yetersiz kalabilmekte ve

desteklenmesi i¢in probiyotiklere gerek olabilmektedir.
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1.3. Kompetetif iceri almama yoluyla antagonizma

Ozellikle GiS, GUS infeksiyonlar1 ve H. pylori infeksiyonu énlenmesinde etkili
olan mekanizmalardan biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir (27). Adezinlerin bu
mekanizmada rol oynadiklari diigiiniilmektedir (28). Bakteriyel infeskiyonlarda
adezyonun engellenmesi ve/ veya mukozal tabakayir gecerek penetrasyonun

engellenmesi gerekmektedir.

2. IMMUN YANITIN DUZENLENMESI
2.1. Dogal immunitenin gili¢lendirilmesi (upregulate)
Intestinal bakteriler, epitelyal hiicre yiizeylerinde eksprese olan reseptérlerce
taninip baglanabilmekte ve boylelikle, pro ya da anti-inflamatuar sitokinlerin tiretimi

gibi immunolojik defans mekanizmalar1 kaskadini tetikleyebilmektedir (28,29).

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, infantlar ve cocukluk ¢aginda mikrobiyal
stimulasyonun azalmasi, alerjik hastaliklarin artmasi ile sonuglanmaktadir. Azalan
mikrobiyal stimulasyon, postnatal immun sistem gelisiminin eksik kalmastyla ve Th1l
ve Th2 arasindaki dengenin kurulamamasi ya da gecikmesi ile iligkilidir (34,35).
Lactobacil tiirlerinden bazilarinin IFN- y ve IL-12 iiretimini stimiile ederek Th1 tip
yanit1 destekleyip, Th2 yamiti inhibe ederek Thl/ Th2 dengesini sagladiklari
bilinmektedir (36).

Mukozal epitel hiicre miisinlerine patojenlerin baglanmasi, konagin énemli bir
savunma mekanizmasidir. Bu baglanma ile patojenlerin intestinal hiicrelere aderensi
inhibe olacagindan, L. plantarum gibi bazi probiyotik tiirlerin intestinal miisin

ekspresyonunu arttirmasi sonucu barsak infeksiyonlari1 dnlenmektedir (34).

Probiyotiklerin farkl tiirleri, proinflamatuar ya da antiinflamatuar sitokinler
arasinda dengeyi saglamaktadirlar. L. acidohilus, L. delburickii, L. casei, L.
plantarum, B. longum, B. breve ve S. thermophilus’ tan olusan probiyotik tiirlerin
karisimi, kan ve lamina propriada bulunan dentritik hiicrelerden kaynaklanan IL-10
liretiminin upregiilasyonu ve IL-12 iiretiminin down-regiilasyonundan sorumlu

tutulmuslardir (28).
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2.1.1. IgA ve sekretuvar komponent yapiminda artma
Laktik asit bakterileri ile yapilan c¢alismalar, Peyer plaklarindan anlamli
miktarda Ig A {retiminde artis sagladiklarin1 gostermistir. Bu etkinin de diger
molekiiler mekanizmalarda oldugu gibi tiire 6zgii oldugu belirtilmektedir (15,37). L.
acidophilus, enterik patojen olan S. typhi’ye, Ig A yanitinda biiyiik bir artis yaparak
kars1 koyabilmektedir (38). Cocukluk cagindaki ishallerin biiyiik kismindan sorumlu
olan rotavirlislere karsi, IgA sekrete eden hiicre sayisinda artis saglayarak etki

gostermektedirler (3).

2.1.2. Peyer plaklarinda T hiicre aktivitesinin artmast
Ozellikle bazi Lactobacil ve Bifidobacter tiirleri, kostimiilatér maddelerin
tiretimi ile CD4-CD8 T hiicre aktivasyonunda rol alirlar. Lactobacil tiirlerinden
bazilari, ilaca bagh kolitte etkilerini; CD4-CD8 T hiicre sayilarinda artisa ilaveten
IgA sekresyonunda artis yaparak gostermektedir (39).

2.1.3. Mukozal bariyerin saglamlastirilmas:  (28)

Probiyotikler ve diger GIS kommensal bakteriler, koruyucu bir bariyer olan
mukus tiretiminin stimulasyonu i¢in intetinal epitelde mucin kodlayan genlerin up-
regiilasyonunu saglamaktadirlar (40,41). Buna ilaveten mukozal siki bileske (tight
juntion) proteinlerinin hasarini inhibe edebildikleri gosterilmistir (37). Diger bir grup
arastirmact da intestinal epitelin hasara karst korunmasinda intestinal
kommensallerin Toll benzeri reseptorleri (TLR) uyarmasi ile etkili olabildigini
savunmuglardir (18). TLR, lipopolisakkarit, flagellin gibi molekiiller ve niikleer
faktor kB (NF- kB) gibi aktive transkripsiyon faktorleri olan intraseliiler sinyal
yolag ile sitokinlerin iiretimiyle olusan lipoteikoik asit tarafindan aktive olmaktadir
(18). Bazt mikroorganizmalar igin, intetinal inflamasyonun diizenlenmesinde,

proinflamatuar NF- kB yolaginin inhibe edilmesi en 6nemli mekanizma olabilir (18).

2.1.4. Komplemanin alternatif yoldan aktivasyonu (28)
2.1.5. Komplemana bagh fagositozun artmasi
Makrofajlarin aktivasyonu da biitliin probiyotik tiirleri tarafindan meydana
gelmemekle birlikte, B. longum ve L. acidophilus’un hiicre igcermeyen bilesenlerinin,

Salmonella tirt ve inert partikiillerinin fagositozonu arttirdig1 gosterilmistir (42). L.
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casei ve Corynobacterium parvum’un da fagositoz aktivasyonunda artis yaptigi

gosterilmistir (34).

2.2. inflamasyon ve alerjik yanitin baskilanmasi ( downregulate)

Probiyotik aktivitelerinden biri, atopik dermatit gibi alerjik hastaliklarin
semptomlarinin  Th2 aracili immun yanit ile baskilanmasidir  (28,34). Bu
hastaliklarla birlikte inflamatuar barsak hastaliklarinda da genetik faktorler yaninda
intestinal florada degisim bir ¢cok ¢alismada gdsterilmistir (28,34).

Atopide T helper 2 (Th2) yolu aktivedir, IL-4 salmir ve IgE artis1 ile eozinofili
vardir. Normal bireylerde ise Thl yolu caligmaktadir, interferongama salinir, Th2
hiicrelerin gelisimi baskilanir. Son ¢aligmalarla atopik egzema, sistemik enflamatuar
yanit ve atopik hastaliklarin 6nlenmesinin probiyotik mikroorganizmalar ile olas1

oldugu bildirilmistir (28).

2.3. Kanser gelisiminin engellenmesi (30,43,44,45)

Kolon kanserini 6nleyici etkileri; mutasyon ve DNA hasarinin azalmasi, kanser
yapan maddelerin (mutajen) etkisizlestirilmesi, kanserli hiicre intiharinin (apopitoz)
hizlanmas1 ve daha bir¢ok mekanizma ile aciklanmaktadir. Laktobacil ve
Bifidobacterlerin bir kismi, prekanserojenlerin kanserojenlere doniisiimiini, b-
glukronidaz, azorediiktaz, nitrorediiktaz gibi enzimlerin miktarinda degisiklik
yaparak engellemektedir (46). Ayrica prekanserdz lezyon olan aberan kriptler

tizerinde etki ile kanser riskini azalttig1 vurgulanmistir.

3. METABOLIK ETKI
3.1. Enzimatik aktivite

Intestinal enzimlerden bazilarmin yapmmini arttirma (spermidin, spermin,
putresin gibi) ve intestinal epitelde disakkaridaz aktivitesini arttirma (laktaz, siikraz,
maltaz gibi) sayesinde, GIS de sindirilmeden kalan poli- ve disakkaritlerin son
tiriinlere kadar sindirimi saglanmaktadir. Bunlardan en 1iyi bilineni laktaz
aktivitesinde artis saglayarak, laktoz intoleransin1 Onleyici etkileridir (47). Irritabl
barsak sendromunda eksikligi tanimlanmis sindirim enzimlerinin islevlerini de bu

mekanizma ile saglayarak, semptomlarin ortadan kalkmasini saglamaktadirlar.
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3.2. Emilim kapasitesini arttirarak vitamin vs ithtiyacinin saglanmasi
Normal floranin yerlesmesinin, intestinal morfolojinin gelismesine, 6zellikle

mikrovillus yapisinin islev kazanmasina destek oldugu kanitlanmistir.

3.3. Safra tuzlarmin dekonjugasyon ve sekresyonu
Baz1 Laktobasillerin safra tuzlarini parcalamasiyla safra tuzlarinin karaciger tarafindan
emilmesi engellenir. Bdylece safra tuzu absorbe edemeyen karacigerin, safra tuzu
sentezlemek icin fazla miktarda serum kolesteroliinii kullanmasi sonucunda serumda

kolesterol miktarini azaltir.

4. ANTITOKSIK AKTIVITE

4.1. 120 kDa protein (proteolitik degil)

Kolera toksinine bagli su ve elektrolit sekresyonunu, Siklik AMP, Adenilat
siklaz aktivitesini azaltir. S. boulardii bu etkiyi gram negatif mikroorganizmalarin
bazilarina karg1 gostererek diyare gelismesini ya da diyare kliniginin daha hafif

gecmesini saglamaktadir (48).

4.2. 54 kDa ( proteolitik)

C. difficile toksin A’y1 ve enterositler lizerindeki toksin A’ya 06zel reseptor
alanlarin1  parcalar.  Antitoksik  aktivite ile 1ilgili yapilan c¢aligmalarin,
enteropatojenlerin inhibisyonunu agiklayabilecegi disiiniilmektedir. S. boulardii
araciligl ile tretilen 54 kDa protease ve 120 kDa protein olarak tanimlanan
antimikrobiyal maddelerin {retiminin C. difficile ve V. cholerae 1ile iliskili

hastaliklarin 6nlenmesinde etkili oldugu, in vitro deneylerle gosterilmistir (48).

Son yapilan hayvan modeli ¢alismalarinda, C. difficile’ye kars1 S. boulardii’nin
etki mekanizmasinin, S. boulardii serin proteazinin insan barsak mukozasinda toksin

A ve B’nin patojenik etkilerini inhibe ettigi gosterilmistir (49).

Probiyotikler, non-kovalent baglanma ve sekestrasyon yoluyla aflatoksin B ve
E. coli’nin endotoksini gibi diger bazi bakteriyel toksinlerin azaltilmasinda etkilidir
(31). Bu yolla, yaniklar, hemorajik sok, siddetli pankreatit, transplantasyon gibi
biiylik operasyonlar gibi ciddi durumlarda etkili olabilmektediler (34).
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5. INTESTINAL MIKROFLORANIN DUZENLENMESI (3,25,50)

5.1. Intestinal mikrofloranin kurulmasi ve korunmasi

5.2. Patojen mikroorganizmalarin kolonizasyon, adezyon ve translokasyonun

engellenmesi

GIS florasmin, yeni doganlarda gelismesi, ilk inokuluma ve baslangi¢ beslenme
aligkanliklarina bagli olmakla birlikte temeli anneden kaynaklanmaktadir (3). Diet,
cevresel sartlar, dogum sirasinda stres faktorleri ve annenin fekal flora
kompozisyonundan etkilenen infanta ilk inokulum, dogum sirasinda olmaktadir.
Bunun ardindan, anne siitiiyle beslenme basladiginda ilk olarak bifidobakterler GIS’e
yerlesirler. Siitten kesme ardindan kat1 yiyeceklerin alinmaya baglanmasiyla bir yas

civarinda GIS florasi daha kompleks bir hal alip eriskin florasina benzemeye baslar.

Probiyotik bakteriler laktik asit, asetik asit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal
maddeler iireterek, bagirsaklarda istenmeyen mikrofloranin ¢ogalma hizin1 kontrol

ederler ve mikrofloranin dengede olmasini saglarlar.

Barsak liimenindeki patojen mikroorganizmalara karsi organizmanin verdigi
savasta, en onemli defans faktorlerinin basinda, barsagin dogal florast ve mukoza
biitiinliigliniin korunmus olmas1 gelmektedir. Probiyotikler, dogal flora elemanlarini
destekleyici rollerinin yaninda potansiyel zararli mikroorganizmalarin barimasina
da engel olmaktadirlar. Genellikle Laktobacil ve/veya Bifidobacter’lerin sayisini
arttirak ortam1 daha saglikli hale getirmektedirler (25). Zararli mikroorganizmalarin
dislanmasinda, adezyon bolgeleri ve besin maddeleri i¢gin yarisma ve antimikrobiyal

maddelerin liretimi birlikte ya da tek baslarina etkili olabilmektedirler (25).

Probiyotik tlirlerin, hatta suslarin her birinin farkli etkileri oldugu
bilinmektedir. Ornegin L. casei rhamnosus’un, EPEC, ETEC ve Klebsiella
pneumoniae’nin intestinal hiicrelere tutunmasini inhibe ettigi in vitro ¢alismalarla
gosterilmistir (33). L. rhamnosus, L. gasseri, L. casei ve L. plantarum ‘un dahil
oldugu Lactobacil tiirleri ise, enterohemorajik E. coli’ye karsi inhibitor etkileri

gosterilmistir (51).
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Kefirden izole edilen L. acidophilus ve L. kefiranofaciens ile yapilan bir
calisma, insan enterosit benzeri Caco-2 hiicrelerine bu probiyotiklerin adere olarak
enteropatojenik mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu ve S. #yphimurium

tutunmasini engelleyebildigini iddia etmektedir (52).

PROBIYOTIKLERIN SAGLIGA YARARLARI (53)
Kanitlanmis yararlar
e Akut rotavirus diaresi ve gastroenteritinin 6nlenmesi ve tedavisi

e Antibiyotikle iligkili yan etkilerin ve diyarenin engellenmesi

Giiclii kanit olmasina ragmen ek kanitlarin gerekli oldugu yararlar

e Yiyecek alerjisi ve atopik egzema

e (. difficile infeksiyonlariin tedavisi ve dnlenmesi

e Giinlik bakim evlerindeki c¢ocuklar arasinda akut solunum sistemi
infeksiyolarinin 6nlenmesi

e Vajinitin tedavisi ve 6nlenmesi ( candida ve bakteriyel vajinozis)

e Turist diyaresinin 6nlenmesi

Umut verici alanlarda devam eden arastirmalar

e Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit

e Astim ve benzeri alerjik durumlarin 6nlenmesi

o Kistik fibrozis

e (Cocuklarda dental tasiyiciligin 6nlenmesi

e Tekrarlayan konstipasyon

e Irritabl barsak sendromunun tedavisi

e Yogunbakim {initesinde potansiyel patojenlerin kolonizasyonunun
engellemesi

e Oral agilarin etkisini arttirict immunoadjuvant olarak

H. pylori infeksiyonu

Gelecekte arastirilacak alanlar

e Kolon kanserinin 6nlenmesi
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e Mesane kanserinin 6nlenmesi
e Romatoid artrit
e Cinsel yolla gegen hastaliklar

e Otizm

PROBIYOTIKLERIN YAN ETKI VE KOMPLIKASYONLARI

Probiyotiklerle tedavi, olduk¢a yararli ve zararsiz goériinmektedir. Yine de,
probiyotik iiriinlerin iretilmesi ve kullanilmasinda dikkate alinmasi gereken
faktorlerin bulundugu bilinmektedir. Uretim asamasinda; Kkiiltiirlerin endiistriyel
Olcekte gelistirilmesinde standartlarin  oturtulmamasi ve yeterli kontrollerin
yapilamamasi bunlardan biridir (15). Tiiketim asamasinda ise, iirliniin saglikli
kullanim miktarinin ve siiresinin tam netlesmemesi, kullanim endikasyonlar1 ve
kontrendikasyonlarinin kesin olarak siniflandirilmamasi, heniiz sorun olmaya devam

etmektedir.

Probiyotik mikroroganizmalarin kullanimlar1 sirasinda ortaya g¢ikabilecek yan
etki ve komplikasyonlara, kuramsal olarak deginilmistir:

e Sistemik infeksiyonlar (Translokasyon riski);

Bakteriyel translokasyon; intestinal mukozadan gecerek mezenterik lenf nodlar1
ya da portal ven yoluyla invazyon olup; septisemi ve diger organlarin
infeksiyonlarina ilerleyebilen baktereminin gelismesinde Onemli rol oynar (54).
Probiyotiklerin kullanimini sinirlandirabilecek en o©Onemli yan etki olarak
belirtilmektedir. Bununla birlikte konagin komensal (dogal) mikrofloras: ile oral
olarak uygulanan laktik asit bakterileri arasinda bu risk agisindan farkli bir
mekanizma tanimlanmamistir (54). Laktobasil ve Bifidobacter’ler ile olusan klinik
infeksiyon vakalarinin ¢ogunda kaynagin oral yolla alman probiyotik
mikroorganizmalar degil, barsak ya da oral kavitenin komensal mikroflorasi oldugu
diisiiniilmektedir (54). intestinal bariyerin azalmasina neden olan bazi durumlarda
translokasyon artmaktadir: barsak mukozasinda hasarlanma, barsak infeksiyon ve
inflamatuar hastaliklari, abdominal cerrahi, intestinal bakteriyel asirt ¢ogalma, yogun
antibiyotik tedavisi, kemoterapi-radyasyon ya da HIV’le infekte olma sonrasinda

immun yetmezlik gelismesi gibi.
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1962 yilindan bu yana yaklasik 100 tilkede binlerce hastada kullanilmis, yedi
hastada S. boulardii fungemisi gelistigi rapor edilmistir.

Ozellikle santral kateteri olan, immun diiskiin hastalarda ekzojen
kontaminasyon riski en kesin tehlike olarak belirtilmis ve bundan dolay1 sagelerin

hasta odas1 disinda hazirlanmasi 6nerilmistir.

e Teorik olarak probiyotiklerden diger mikroorganizmalara direng geni
aktarimi: Probiyotik bakteriler i¢in sorun olabilecegi teorik olarak diisiiniilse de, bu
konuda kanit yoktur. Ancak maya mantarlarinin direnci dogal direng oldugu igin
boyle bir riskin olmayacagi kesinlikle sdylenebilir.

¢ Duyarli kisilerde bagisikligin asir1 uyarilmasi

e Zararli metabolik aktiviteler

Belirtilen son ii¢ kuramsal yan etki ya da komplikasyona ait somut bir kanit

bulunmamakta ve kullanim kisitlamasi gerektirmeyegi savunulmaktadir.

AKUT INFLAMATUAR GASTROENTERITLER

ISHAL PATOGENEZINE ETKILI FAKTORLER

Gastrointestinal sistem, agizdan baglayip aniise kadar devam etmekte ve bu
alanlarda patojenlere karsi bircok farkli savunma mekanizmasi bulunmaktadir.
Saglikl1 bireylerde, gaita mitar ve formunu, baslica giinliik s1v1 ve gida alimi olmak
tizere fiziksel aktivite, iklim kosullar1 belirler. Yetiskin bir insanin gastrointestinal
sistemi hergiin yaklasik 7 litre endojen salgi, 2 litre disaridan alinan sivi ile denge

kurmaktadir.

Ishalin patogenezinde degisik mekanizmalar rol alir. Infeksiyoz ishallerde
etken mikroorganizmalar, degisik virulans faktorleriyle konak savunma
mekanizmalarin1 agmaya c¢alisir. Infeksiydz ishallere karst savunmada en 6nemli
konak faktorleri sunlardir:

Mide asidi: Midenin asit pH’da olmasi, pek ¢ok patojene karsi ilk savunma
basamagini olusturur. Sal/monella, E. coli, Shigella ve bazi helmintlere kars1 ilk

engel, midenin asit pH’dir (55). Mide ameliyat1 gegirenler, aklorhidrisi olanlar (H2
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reseptor blokeri ve diger anti-asit maddelerin kullanimi) infeksiyoz ishallere daha
egilimlidir. rotavirus, Giardia lamblia ve Entamoeba histolytica kistleri gibi bazi
etkenler mide asidine dayaniklidir. Ancak bu engel, antiasitler ya da gida ve sivi
alimi ile notralize edilirse, enterik bakteriyel ve paraziter infeksiyonlar olusabilir.
Mide asidi yaninda sindirim enzimleri de mikroorganizma kolonizasyonuna engel

olabilirler.

Safra tuzlari: Duodenumda safra tuzlar1 mikroorganizmalarin ylizeyini
bozarak ¢ogunu inhibe eder. E. coli gibi Enterobacteriaceae iyeleri safra tuzlarina

dayaniklidir.

Normal flora: Gastrointestinal sistemin farkli anatomik bolgelerinin floralari
birbirinden farklidir. En yogun mikroorganizma, ince barsak distali ve kalin barsakta
bulunmaktadir. Normalde kalin bagirsakta, 10 '° /ml yogunlukta ve %99’u anaerop
agirlikli bakteri floras1 vardir (11,16). Normal flora, patojen mikroorganizmalarin
GIS’e yerlesmesine, inhibisyon ya da kompetitisyon yolu ile engel olan énemli bir

faktordiir (56).

Bagirsak hareketleri: Normal peristaltik hareketler ile sivi absorbsiyonu
diizenli sekilde saglanir, mikrofloranin diizenli dagilimi gerceklesir ve patojen
mikroorganizmalarin yerlesip kolonize olmasi engellenir. Opiatlar, atropin,
difenoksilat gibi hareket azaltici ilaglar, baz1 yap1 anormallikleri, seker hastaligi,
skleroderma gibi degisik hastaliklarda olusan hareket azlig1 ist ince bagirsakta asiri
bakteri iiremesine ve emilim bozukluguna neden olur. Motilitenin azaldig1
durumlarda bakterilerin enfeksiyon yapma olasilig1 artmaktadir, baz1 bakteriler ise
toksik maddeler salgilayarak motiliteyi bozarlar. Ayrica motilitenin durmasi,
Shigella ve Salmonella infeksiyonlarinda patojenlerin kana geg¢mesine zemin

hazirlayabilmektedir (16,55,57,58).

Mukus salgisi:  Patojen mikroorganizmalarin barsak epitel hiicrelerine

yapismalarina engel olmaktadir (57).
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Bagsiklik: Barsaga lokalize baslica immunolojik savunma mekanizmalari,
mukozal lenfoid doku hiicreleri (mucosa associated lymphoid tissue/ MALT) ve
salgisal IgA’ dir. Mukozal immun sistemin baslica bileseni olan lenfoid doku, GIS
disinda, diger tiim mukozal alanlarda da bulunmaktadir. Immunojenlerin ilk kez

algilanip, mukozal yanitin baglamasindan sorumludur (16,59,60).

Yas: Yenidogan, siit cocuklugu ve yashlik donemlerinde mide asidi azligi,
koruyucu floranin ve bagisiklik sisteminin yetersizligi sonucu infeksiy6z ishaller

daha kolay gelisir.

Mikroorganizma le iliskili Faktérler
Bagirsagi hastalandiran mikroorganizmalar konak savunma mekanizmalarini
aderens, invazyon, enterotoksin ve sitotoksinlerin etkileriyle asip hastalandiric1 etki
yaparlar:

1. Inokiiliim miktari: Hastalik tablosuna neden olabilecek mikroorganizma
miktar1 tiirden tiire degisir. Ornegin Salmonella ve V. cholerae igin bu rakam 10° -
10® iken, Shigella, Giardia ve E. histolytica icin 10-100 mikroorganizmadir. Bu
nedenle Shigella, Giardia ve E. histolytica kisiler arasi temas yoluyla bulasabilirken,
Salmonella bakterileri normal konag1 hastalandirabilecek etkin infektif doza ulagmak

icin bir gida i¢inde bir kag saat iremeye ihtiyag¢ gosterir (16,61).

2. Tutunma: Mikroorganizmalarin patogenezdeki ilk basamaklari, 6zgiil bir
alana tutunabilmeleridir. Flora bakterileri gibi patojen bakteriler de degisik yiizey
yapt maddeleriyle barsak duvarina tutunabilmektedir. V. cholerae ince barsak
enterositleri fircamsi1 kenarina piluslart ve diger 6zgiil ylizey protein yapilariyla
tutunur. ETEC kokenleri, toksin yapmadan 6nce kolonizasyon faktorii antijeni ile

ince barsak {ist kismina tutunup kolonize olur (62).

3. Toksin yapimi: Bagirsak mukozasinda sekretuvar mekanizmalari dogrudan
etkileyip ishal yapan enterotoksinler (V. cholerae ve ETEC: 1stya duyarli toksin, LT)
adenilat siklazi aktive edip bagirsak mukozasinda cAMP’1 artirir (63).

Bu durum klor sekresyonunu artirip, sodyum absorbsiyonunu azaltir; sonugta barsak

bosluguna asir1 miktarda salinan sivi nedeniyle miktarca asirt sekretuvar ishal
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meydana gelir. ETEC kokenlerinin 1siya direngli (ST) toksinleri ise guanilat siklazi
aktifleyip hiicre ici cGMP miktarin1 artirip ishale neden olur. Salmonella spp,
Campylobacter spp, C. difficile (toksin A) ve C. perfringens tip A’nin sulu ishale

neden olan enterotoksinleri vardir (64).

ISHAL PATOGENEZI
Infeksiydz ishaller patogenez ve patolojilerine gore iki grup altinda
incelenebilirler:
1. Noninflamatuar diyareler
Ince barsak epiteline tutunarak (adezyonla) veya enterotoksin salgilayarak sulu
ishale yol acarlar. V. cholerae, ETEC, Bacillus cereus, Staphyloccus aureus
(enterotoksin) yaninda epitele kolonize olup kismen harabiyete yol agan EPEC ve

EHEC gibi etkenler bu tip diyareye neden olmaktadirlar (65).

2. inflamatuar (invaziv) diyareler
Shigella, EIEC, Salmonella, Yersiniae enterocolitica gibi bazi bakteriler sahip
olduklart virulans faktorleriyle barsak duvari engelini asip dokuya ve ardindan
dolasima gecebilme Ozelligi gosterirler. Barsak duvarina invazyon sonucu olusan

inflamasyonla motilite artis1 olur. Bu etkenler dizanteri klinigi ile seyreden ishallere

neden olmaktadir (16,65,66,67).

Infeksiyoz ishalleri, yukarda tanimlandig1 sekilde ayirmak tam olarak miimkiin
degildir. Ornegin, sitotoksin araciligi ile hastalik olusturan C. difficile, gaitada l6kosit
bulunmasa da patofizyolojik olarak inflamatuar diyare yaptigr bilinmektedir.
Bununla birlikte, EPEC  ve Cryptosporodium gibi bazi patojenler de farkh
derecelerde olsa da villus harabiyeti ve inflamasyona neden olabilmektedirler

(59,64).

AKkut Inflamatuar Diyarelerde Tam ve Tedavide Genel Yaklasim lkeleri
Hastadan alinan ayrintili bir anamnez ve iyi bir klinik muayene, ishalin
nedenini saptamak ve tedavi yaklasimini belirlemek icin zorunludur. Bununla

birlikte, antibiyotik tedavisine karar vermede en 6nemli bulgularin; invaziv diyareyi
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destekleyici bulgular olan ates ytiksekligi ve diskinin mikroskobik incelemesinde

16kosit saptanmasi oldugu vurgulanmalidir.

Enterotoksinler araciligi ile olusan saf sekretuar bir ishalde ates, myalji gibi
sistemik belirtiler veya tenesmus gibi barsak duvarmin irritasyonuna bagh
semptomlar yoktur (68). Diski ¢ok sulu ve miktar1 fazladir; kan hiicreleri icermez.
Halbuki etkenin barsak duvarini invazyonla ishale yol a¢tig1 durumlarda ates, kas ve
eklem agrilari, istahsizlik ve irritabilite gibi sistemik semptomlar ile kramp seklinde
karin agrilar1 ve tenesmus goriilebilir. Diskida az veya c¢ok kan hiicreleri vardir;

bundan 6tiirii kanli-mukuslu bir disk1 s6z konusudur.

Akut gastroenterit, gogu kez kendi kendine sinirlanan bir tablodur. Tedavi ile
dehidratasyon, metabolik asidoz ve -elektrolit bozukluklarin1 Onlemek baglica
amactir. Hafif ve orta siddette ishali olan, komplikasyon gelismeyen ve klinik olarak
diizelme olan hastalarda antibiyotik tedavisi Onerilmez. Ancak akut ishaller, iist
solunum yolu infeksiyonlarindan sonra en fazla gereksiz antibiyotik kullaniminin

oldugu hastalik grubudur (69,70).

Antimikrobiyal tedavi; Shigella, Salmonella spp. (antimikrobikler tasiyicilik ve
niikksli artirir, ancak uygun endikasyon durumunda kullanilirlar), V. cholerae,
Campylobacter jejuni, C. difficile tirleri, ETEC suslar, Giardia intestinalis, E.
histolytica’ya bagli akut ishallerde fayda saglayabilir. Bu etkenlerden biriyle
hastalanmig her olgu i¢in antimikrobiyal tedavi gerekmez; olgular secilerek tedavi
edilirler (16).

Akut gastroenterit tedavisinin temel hedefleri sunlardir:

e Sivi elektrolit dengesinin saglanmasi

e Ozellikle ¢cocuk ve yaslilarda beslenmenin siirdiiriilmesi
e Antiemetik- antidiareik ila¢larin kullanilmamasi

e Antibiyotiklerin sinirl kullanilmasi

Tedavide tercih edilebilecek antibiyotikler, antibiyotik direngleri nedeniyle
bolgelere gore farkliliklar gdstermektedir. Infeksiyonun tedavi segenekleri arasinda
ampisilin, tetrasiklin, kloramfenikol, trimetoprim- sulfometaksazol ve kinolonlar

sayilabilir. Bununla birlikte infeksiyonun genellikle kendini sinirlamasi ve
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antibiyotik kullanimi sonrasinda diren¢ gelisme riskinin bulunmasi gibi nedenlerle

antibiyotik kullanimi konusunda ¢ekinceler olmas1 miimkiindiir.

Tiim bu tedavi yaklagimlarinin yani sira, akut ishallerin 6dnlenmesi, tedavisi ve
bireylerin hizla normal barsak fonksiyonlarina déonmeleri i¢in son yillarda yararlari
cok sayida calisma ile gdsterilen probiyotikler de 6nemli bir yer bulmustur. ishalli
hastaliklarin tedavisi ve Onlenmesinde probiyotik kullaniminin gerekgesi, bunlarin
barsak mikroflorasini destekledikleri ve enterik patojenlere karsi etki gosterdikleri
varsayimina dayanir. Ancak belki bu etkilerden de 6nemli olarak, intestinal sistemde
IgA seviyesini arttirmak gibi yollarla immun bariyeri giliclendirmektedirler (15).
Akut ishallerden 6zellikle ¢ocuklarda rotavirus ishallerinde, antibiyotige bagh
ishallerde ve seyahatle iligkili ishallerde; probiyotik mikroorganizmalarin

kullaniminin fayda sagladigi kanitlanmistir (2).

Giinlimiizde hala 6nemini koruyan, ister normal, ister altta yatan agirlastiric
faktorii bulunan birey olsun, invazyon ile hastaliga neden olan GIS etkenlerinin
tedavisidir. Diinyada ve iilkemizde, bu etkenlere kars1i siklikla kullanilan

antimikrobiyal ajanlara diren¢ her gegen giin artmaktadir.
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III. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismas1, Adnan Menderes Universitesi, Bilim ve Teknoloji Arastirma

ve Uygulama Merkezi’nde, Ocak 2006- Ocak 2007 tarihleri arasinda yiiriitiildii.

BAKTERILER VE UREME KOSULLARI
Refik Saydam Hifzisstha Merkezi’nden (RSHM) L. acidophilus RSHM 593, L.
casei RSHM 731, S. cerevisiae RSHM 251 standart suslar1 ve S. boulardii Sanofi-

Synthelabo firmasindan kuru toz seklinde saglandi.

Liyofilize sekilde saglanan L. acidophilus ve L. casei, deneysel ¢alismalarda
kullanilmak iizere De Man Rogosa Sharpe (MRS) agarda (Oxoid) arka arkaya iki
kez iretildi. Mikroaerofilik ortamda, 37° C’de, 48 saat inkiibasyon saglandi.
Lactobacil tiirleri, -80° C’ye kaldirilarak uzun siire depolamak igin, %15 gliserol

ilave edilmis MRS broth’a ekildi.

Saccharomyces tirleri (S. boulardii, S. cerevisiae), Sabouroud dextroz agar
(SDA)’da (Oxoid), aerop ortamda iiretildi. Ekim yapilan plaklar aerobik ortamda, 37°
C’de 48 saat inkiibe edildi. S. boulardii ve S. cerevisia, %15 gliserollii SD broth’a

ekilerek, -80° C’de uzun siire saklanabildi.

Enterobacteriaceae ailesinden, S. typhi RSHM 6, S. enteritidis RSHM 91, S.
sonnei RSHM 04049 ve E. coli RSHM 232 standart suslar1 kullanildi. Calisma icin

E. coli, S. enteritidis, S. typhi ve S. sonnei tiirleri, kanli agar besiyeri (Oxoid)
kullanilarak aerobik kosullarda, 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.

Probiyotik mikroorganizma supernatantlarinin (SCS) hazirlanmasi

Probiyotik tiirlerine uygun sekilde, MRS broth ya da SD broth’ta
spektrofotometrede (Lab-system) 640 nm dalga boyunda optik dansite 0.1°e
ayarland1 ve 1x10° CFU/ml yogunlukta hazirlanan probiyotik siispansiyonu 48 saat
uygun sartlarda inkiibe edildi (32,71). Inkiibasyon sonrasi +4° C’de, 10000g devirde
10 dakika sogutmali santirfiije koyuldu. Bu islemin ardindan iistteki sivi kisim 0.22

um- delik capl filtreden (Millex GS; Millipore, Molsheim,France/ Millipore,
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Bedford, MA) gecirilerek steril olmasi saglandi. Filtre edilmis SCS’nin sterilligi,
MRS agar ya da SDA’ya ekilerek dogrulandi.

BESIYERLERI

Kanh Agar

Enterobacteriaceae tirlerini liretmek i¢in kanli agar kullanildi. Bu amacla, 40
gr kanli agar tozu (Oxoid, England) ile 1 litre distile su karistirilarak otoklavda 121 °
C de 20 dakika steril edildi. Besiyerinin 45 ° C’ ye sogumas: beklendi ve %7 olacak

sekilde tam insan kani ilave edildi. Dispencer yardimu ile steril plaklara dokiildii.

De Man Rogosa Sharpe ( MRS) Agar

Lactobacil suglart De Man Rogosa Sharpe (MRS) agar (LAB M, UK)
kullanilarak tretildi. MRS agar hazirlanmasi: 55 gr MRS broth tozu 14 gr
bakteriyolojik agar tozu (Oxoid, England) ve 1 It distile su ile karistirildi. Manyetik-
1sitmali karistiricida eriyene kadar 20-30 dakika bekletildi. Otoklavda 121 ° C de 20
dakika kalacak sekilde ayarlandi. Steril plastik plaklara dispenser yardimiyla 0.3 cm
kalinlikta dokiildii. Hazirlanan besiyeri plaklari +4 °C’ de saklandi.

Sabouroud Dextrose Agar (SDA)

Saccharomyces tirleri SDA besiyerinde iiretildi. SDA hazirlanmasi; 30 gr
Sabouroud dextroz broth tozu (Merck, Germany), 14 gr bakteriyolojik agar tozu
(Oxoid, England) ve 1 1t distile su kullanilarak hazirlanan ¢6zelti, 1sitmali
karigtiricida tamamen eriyene kadar karigtirildi. Steril edilmek amaciyla otoklavda
121 ° C de 20 dakika bekletildi. Besiyeri, hazirlandig sise i¢inde donmayacak 1s1ya
kadar sogumasi beklenerek steril plaklara 0.3 cm kalinlikta dokiildii. Kullanima hazir

halde +4 ° C’ de bekletildi.

Sabouroud Dextrose Broth

Sabouroud dextroz broth tozundan 30 gr, 1 It distile su ile iyice karigtirilip
otoklavda 121 ° C de 20 dakikada steril edildi. Steril kosullarda, +4 ° C> de
bekletildi. Saccharomyces tiirlerinin -80° C de uzun siire tutulabilmesi igin SD
broth’a %15 gliserol ilavesi yapilarak kullanildu.

De Man Rogosa Sharpe (MRS) Broth
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MRS nin 30 gr kuru tozu, 1 It distile su ile karistirildi. Otoklavda 121 ° C de 20
dakika kalacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan sivi besiyeri steril sartlar korunarak +4 °
C’ de sakland1. Lactobacil tiirlerini -80° C’de uzun siire kalabilmesi igin bu besiyeri,

depolama i¢in kullanilacagi zaman %15 gliserol ilavesi yapildi.

Tryptic Soy Broth (TSB)

Enterik patojenleri s1v1 besiyerinde iiretmek ve ekim iglemi i¢in hazirlanan
bakteri siispansiyonlari icin kullanilan TSB, 30 gr TSB tozu ( Fluka Chemie, india)
ve 1 1t distile su ile hazirlandi. Otoklavda 121 ° C de 20 dakika birakilarak steril

olmast saglandi. Steril kosullarda +4 ° C’de kullanilincaya kadar sakland.

PROBIYOTIKLERIN ASIiT DUYARLILIGININ TESPITI

Probiyotiklerin pH duyarliliklar1 i¢in, HCl ve NaOH kullanilarak farkl
pH’larda (pH 2.0, 3.2, 4.6, 7.6) PBS ve kontrol SF hazirlandi. Kullanimdan 6nce her
biri ayr1 ayri, 0.22 pm- delik caph filtreden gegirilerek steril edildi. Probiyotiklerin
48 saatlik kiiltiirlerinden PBS i¢ine birkag¢ koloni alinarak ¢ozelti spektrofotometrede
640 nm dalga boyunda optik dansite 0.1’¢ ayarlandi ve 10% 10° CFU/ml probiyotik

igerecek sekilde PBS soliisyonlar1 hazirlanmis oldu.

Steril cam tiiplere 100 pl probiyotik mikroorganizma soliisyonu koyuldu. Her
bir probiyotige 4 farkli pH’taki PBS ve kontrol SF’ten 1 ml ilave edildi ve ortam pH
farklilig: yaratildi (31). Tiipler 37 ® C’de 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
tiipler, +14° C’de, 3000 rpm’de 10 dakika santirfiij edildi. Ustteki siipernatant
dokiildii. Dipte kalan pelete 1 ml steril SF eklenerek vortekslendi. Probiyotikler,
steril sartlarda SF kullanilarak 1/100 ve 1/1000 diliisyon olusturuldu. Peletten, SDA
ve MRS agar plaklarina ekim yapildi. Lactobacil’ler anaerob, Saccharomyces’ler

aerob kosullarda 37 ° C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra koloni saymmi yapildi (31).

PROBIYOTIKLERIN SAFRA DUYARLILIGININ TESPIiTi
Probiyotik mikroorganizmalarin safra direncine bakmak i¢in MRS broth ile
hazirlanan %1.0, 1.5, 2.0 konsantrasyonlarda safra kullanildi. Safra (Bile bovine),

Sigma Aldrich’ten (Germany) saglandi.
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Probiyotiklerin 48 saatlik kiiltiirlerinden PBS ig¢ine birka¢ koloni alinarak
coOzelti spektrofotometrede 640 nm dalga boyunda optik dansite 0.1’e ayarlandi ve
10°- 10° CFU/ml probiyotik igerecek sekilde PBS ile soliisyonlari hazirlandi.

Isaretlenen steril cam tiiplere, farkli konsantrasyondaki safra eriyigi ve kontrol
serum fizyolojikten 1’er ml koyulduktan sonra, hazirlanan mikroorganizma
soliisyonlarmdan 100’er pl belirli tiiplere ilave edildi. Tiipler 37 ° C’de 3 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda tiipler, +14° C’de, 3000 rpm’de 10 dakika santirfiij
edildi. Ustteki siipernatant dokiildii. Dipte kalan pelete 1 ml steril SF eklenerek
vortekslendi. Probiyotikler, steril sartlarda SF kullanilarak 1/100 ve 1/1000 diliisyon
olusturuldu. SDA ve MRS agar plaklarina peletten ekim yapildi. Lactobacil ler
anaerob, Saccharomyces’ler aerob kosullarda 37 ° C’de 24 saat inkiibe edildikten

sonra koloni sayimi yapildi.
Her bir probiyotik mikroorganizma i¢in deney 3 kez tekrarlandu.

PLAK-DIFUZYON TEKNIGI

Bu c¢alisma ile probiyotik mikroorganizmalarin ve onlarin siipernatantlarinin
gastrointestinal sistemde patojen olan mikroorganizmalarin {iremesine etkisi
arastirlldi. Plak difiizyon teknigi icin; kanli agarda enterik patojenler (S. typhi, S.

enteritidis, S. sonnei, E. coli) pasajlanarak hazirlandi.

Calisma icin probiyotik mikroorganizmalarin hem kendileri hem de
stipernatantlar1 kullanilmak {izere hazirlik yapildi. Mikroorganizmalarin uygun
kosullarda iiretilen 48 saatlik pasajlarindan ¢alisma giinii uygun sivi besiyeri i¢inde,
spektrofotometrede 640 nm dalga boyunda optik dansite 0.1°de, 10°-10° CFU/ml
yogunlukta siispansiyonlar hazirlandi. Probiyotik mikroorganizmalardan siipernatant
olusturulmak {izere; SDA ve MRS agar besiyerlerindeki pasajlarindan 48 6nce SD
broth ve MRS broth besiyerlerine 10°-10° CFU/ml yogunlukta olacak sekilde ekim
yapild1. Probiyotik iceren bu tiipler mikroaerofilik ortamda, 37° C’de, 48 saat inkiibe
edildi (10,29,32,72).
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Plak diflizyon teknigi uygulamasinda, kanli agar plaklarinin her birine
spektrofotometrede 640 nm dalga boyunda optik dansite 0.1°¢ ayarlanan, 10%- 10°
CFU/ml, enterik patojenlerden birinin ekimi yapildi. Plaklarin herbirine steril cam
tiplerin agiz kisimlarinin yardimi ile, 1 cm capli kuyucuklar olusturularak 6zel
besiyeri hazirland1 (71,73,74). Kuyucuklara, test edilecek probiyotik mikroorganizma
soliisyonlart ve probiyotik mikrorganizmalarin  slipernatantlarindan  belirli
miktarlarda koyuldu. Plaklar anaerob kosullarda 37 ° C’de, 48 saat inkiibe edildikten
sonra kuyucuk cevresinde olusan inhibisyon zon caplar1 degerlendirildi (73,74).
Inhibisyon zon ¢aplar1 milimetre cinsinden kayit edildi ve plaklarin fotograflari

cekildi.

Calismada yer alan enterik patojenlerin her biri ile probiyotik
mikroorganizmalar ve siipernatantlar1 arasindaki plak diffiizyon deneyi, ayni1 kosullar

saglanarak ti¢ kez tekrar edildi.

Plak difilizyon teknigi ile kiiltirde elde edilen plaklarin fotograflar1 g¢ekildi
(Nikon).

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismanin sonuglart Graph Pad Prism istatistik programinda, One way Anova-
Tukey yontemleri kullanilarak degerlendirildi. Tablo ve sekiller ¢izildi. Caligmada
istatistiksel anlamlilik kriteri p < 0.05 olarak kabul edildi.
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IV. BULGULAR

Probiyotik Mikroorganizmalarin Asit Duyarhhg:

Probiyotik mikroorganizma’larin farkli konsantrasyonlarda asit ortamlarda
canliligini devam ettirmeleri incelendiginde; farkli tiirden mikroorganizma’larin
ortam pH’indan farkl sekilde etkilendigi tespit edilmistir (Tablo 2).

S. boulardii her pH degerinde iiremesine karsin (p>0.05), diger iic
mikroorganizmanin pH 3.2 ve altinda asite duyarlilig1 (p<0.05); bunun disinda L.

acidohilus’un pH 4.6°da asite duyarlilig1 gortildii (p>0.05) (Sekil 2-5).

Tablo 2. Probiyotik mikroorganizmalarin asit duyarhhgi

pH L. acidophilus L. casei S. cerevisia S. boulardii
2.0 0 833 502500 6134167
3.2 0 1209167 398750 4622292
4.6 840000 5267500 1378750 7152292
7.6 8620833 5691667 1397500 6228750
SF 11965833 7645833 1653750 6226250
15000000+

— -

o

o 10000000+

-

[

3

S 5000000

*
© + mum

kontroi PH2 PH3.2 ph4.6 ph7.6

Sekil-2: L. acidophilus’un farkli pH’larda iireme yogunlugu
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Bakteri (CFU)
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kontrol PH2 PH3.2 ph4.6 ph7.6

Sekil-3: L. casei’nin farkli pH’larda iireme yogunlugu

2500000+

2000000+

1500000+

1000000+

Bakteri (CFU)

500000

kontrol  PH2 PH3.2 ph4.6 ph7.6

Sekil-4: S. cerevisiae’nin farkli pH’larda lireme yogunlugu

10000000+

7500000+

5000000+

Bakteri (CFU)

2500000+

kontrol 2 3.2 4.6 7.6
Sekil-5: S. boulardii’nin farkli pH’larda ireme yogunlugu
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Probiyotik Mikroorganizmalarin Safra Duyarhhklar:

Calismada yer alan probiyotik mikroorganizmalarin safra duyarliliklarina

bakildiginda, hepsinin de %1, 1.5 ve 2 safra konsantasyonlarinin tiimiinde kontrol

gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede inhibe olduklar1 goriildii

(P<0.05) (Tablo-3, Sekil 6-9). Safraya en duyarli probiyotik mikroorganizmanin S.

cerevisiae oldugu tespit edildi (sekil 8).

Tablo-3: Probiyotik mikroorganizmalarin farkli safra konsantrasyonlarina

duyarliliklart
S. cerevisiae S. boulardii L. casei L. acidophilus

%1.0 2238333 2016666 133583333 141333333
%]1.5 1535833 5679166 146500000 134666666
%2.0 2973333 6759166 122500000 114000000
KONTROL 5598333 12183333 227500000 281333333

300000000+
=)
§ 200000000 . . .
5 _
=
@ 100000000

kontrol 1

1.5 2

Sekil-6: L. acidophilus safra duyarlilig1

300000000+

Bakteri (CFU)

200000000+

100000000+

kontrol 1

1.5 2

Sekil-7: L. casei safra duyarlilig1
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75000000+

50000000

25000000+ *

Bakteri (CFU)

kontrol 1 15 2
Sekil-8: S. cerevisiae safra duyarliligi

15000000+

10000000+

Bakteri (CFU)

5000000+

kontrol 1 1.5 2
Sekil-9: S. boulardii safra duyarlilig

Enterik patojenlerin probiyotik mikroorganizmalar ile inhibisyonu

S. typhi

S.  typhi kiltiriinde plak diffiizyon teknigi kullanilarak, probiyotik
mikroorganizma ve siipernatant kuyucuklar1 ¢evresindeki zon ¢aplart degerlendirildi
(Sekil 10,13-16).

Her bir probiyotigin mikroorganizma ve siipernatant gruplar1 arasinda, S. typhi
inhibisyonunda, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (P>0.05) (Sekil 11).
Probiyotik mikroorganizma gruplar1 karsilastirildiginda, 4 probiyotigin arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaz iken (Sekil 12); siipernatant gruplarinda,
Lactobacil’ler, S. boulardii’den istatistiksel olarak anlamli derecede fazla inhibisyon

gosterdi (P<0.05) (Sekil 13).
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EER s(pernatant

’g 0.50+
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c
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0.00

L acidophilus L. casei S. cerevicia  S. boluardii

Sekil-10: S.  #phi Kkiiltiirinde  probiyotik  mikroorganizmalar  ve

siipernatantlarinin inhibisyon zon ¢aplari

0.5+
0.4
0.3

0.2

inhibisyon c¢aplari

0.1+

0.0

L.acidohilus L.casei S.cervisiae S.boulardii

Sekil-11: Probiyotik mikroorganizmalarin S. #yphi’de inhibisyon zon ¢aplari

| L.acidohilus
N [ casei
O S.cervisiae

S.boulardii

0.75+ * *

T

T
V22

L.acidohilus  L.casei S.cervisiae S.boulardii

siipernatantlar

Sekil-12: Probiyotik mikroorganizmalarin siipernatantlarinin = S.  #yphi’de

olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplari
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S. typhi’nin plak difflizyon teknigi ile inhibisyon goriiniimleri

Sekil-13: S. typhi kiiltiirtinde her bir probiyotik mikroorganizma ve siipernatantlarin
olusturdugu inhibisyon zonlar1

S-typha |

g i

Sekil-14: §. typhi kiiltiiriinde Lactobacil tiirleri ve siipernatantlarinin inhibisyon
zonlar1 (her iki plagin saginda siipernatantlar yer aliyor)
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Sekil-15: S. typhi kiiltiirlinde L. casei ve siipernatantinin inhibisyon zonlar1

Sekil-16: S. typhi kiiltiirlinde S. boulardii inhibisyon zonu

S. enteritidis

S. enteritidis  kiiltiiriinde, plak difflizyon teknigi 1ile, probiyotik
mikroorganizmalar ve siipernatantlarinin ¢evresindeki zon caplart karsilastirildi
(Sekil17,20-22). Probiyotik gruplart1 kendi aralarinda mikroorganizma ve
siipernatantlarina gore analiz edildiginde sadece L. acidophilus grubunda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (P<0.0001) (Sekil 18).

Calismada yer alan probiyotiklerin, mikroorganizma gruplar1 arasinda fark

istatisitksel olarak anlamli bulunmamasina karsin (P>0.05), Lactobacil’lerin
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siipernatant gruplarinin Saccharomyces siipernatantlarina gore anlamli sekilde fazla
inhibisyon yaptig1 gorildii (P<0.001)(Sekil 19).

1.00+ C— bakteri
R s(ipernatant
0.75+
E *
L
= 0.504
o
N
0.25+
0.00

L acidophilus L. casei S. cerevicia  S. boluardii

Sekil-17:  S. enteritidis kiltiiriinde probiyotik mikroorganizmalar ve
siipernatantlarinin inhibisyon zon ¢aplari

0.75+

T

L.acidohilus L.casei S.cervisiae S.boulardii

0.00

Sekil-18: Probiyotik mikroorganizmalarin S. enteritidis’te olusturduklar
inhibisyon zon ¢aplari

% L.acidohilus
N | casei

™ S.cervisiae
S.boulardii

1T
)

L.acidohilus L.casei S.cervisiae S.boulardii
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Sekil-19: S. enteritidis  kiiltliirlinde  probiyotik  mikroorganizmalarin
stipernatantlarinin inhibisyon zon caplari

S. enteritidis’nin plak diffiizyon teknigi ile inhibisyon goriiniimleri

Sekil-20: S. enteritidis kiiltiiriinde her bir probiyotik mikroorganizma ve
siipernatantlarin olusturdugu inhibisyon zonlar1

Sekil-21: S. enteritidis kiiltiiriinde Lactobacil tiirlerin olusturdugu
inhibisyon zonlar1 (her iki plagin saginda siipernatantlar yer aliyor)
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L.co
&
Sekil-22: S. enteritidis kiiltiiriinde L. casei ve siipernatatinin inhibisyon zonlari

E.coli

E. coli kiltirinde plak diffiizyon teknigi kullanilarak, probiyotik
mikroorganizma ve siipernatant kuyucuklar1 ¢evresindeki zon ¢aplar1 degerlendirildi
(Sekil  26-28). Probiyotik gruplari kendi aralarinda mikroorganizma ve
slipernatantlarina gore incelendiginde L. acidophilus (P< 0.01) ve L. casei (P< 0.008)
siipernatantlarinin istatistiksel olarak daha fazla inhibisyon olusturdugu goriildii
(Sekil 23).

Tiim probiyotiklerin mikroorganizma gruplar1 arasinda istatistiksel anlamlilik
bulunmazken, silipernatant gruplarinda Lactobacil gruplarinin  Saccharomyces
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli inhibisyonu tespit edildi ( P<0.01) (Sekil
24.25).

0.757 . C— bakteri
I s(ipernatant

‘E 0.50- *
2
c
(®]
N

0.25+

0.00

L acidophilus L. casei S. cerevicia  S. boluardii

Sekil-23: E. coli Kkiiltiriinde  probiyotik  mikroorganizmalar  ve

stipernatantlarinin inhibisyon zon ¢aplar1
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Sekil-24: E. coli Kkiiltiiriinde probiyotik mikroorganizmalarin inhibisyon zon
caplari
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0.00
L.acidohilus L.casei S.cervisiae S.boulardii
Sekil-25:  E.  coli kiiltiirinde  probiyotik  mikroorganizmalarin

siipernatantlarinin inhibisyon zon ¢aplari

E. coli’nin plak diffiizyon teknigi ile inhibisyon goriiniimleri
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Sekil-26: E.coli kiiltliriinde her bir probiyotik mikroorganizma ve siipernatantlarin
olusturdugu inhibisyon zonlar1

£, eoli

Sekil-27: E.coli kiiltliriinde Lactobacil tiirlerin olusturdugu inhibisyon zonlari
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Sekil-28: E.coli kiiltlirlinde Lactobacil casei ve slipernatatinin inhibisyon zonlari

S. sonnei

Probiyotik mikroorganizmalar ve siipernatantlarinin, S. sonnei’yi inhibisyonunu
arastirmak tizere, plak difiizyon teknigi kullanilarak kuyucaklar etrafinda olusan zon
caplan olciildii (Sekil32-34). Probiyotik mikroorganizma gruplar1 kendi aralarinda,
mikroorganizma ve siipernatantlarina gore incelendiginde L. acidophilus (P< 0.001)
ve L. casei (P< 0.02) silipernatantlarinin istatistiksel olarak daha fazla inhibisyon
olusturdugu goriildi (Sekil 29).

= bakteri

0.5+ *

* EEEN Supernatant

ot
0.0 ’l‘

L acidophilus L. casei S. cerevicia  S. boluardii

Sekil-29: S.  somnei Kkiiltiirlinde  probiyotik mikroorganizmalar ve

slipernatantlarinin inhibisyon zon ¢aplar1
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Tim probiyotiklerin mikroorganizma gruplar1 arasinda istatistiksel anlamlilik
bulunmazken, siipernatant gruplarinda Lactobacil gruplarimin Saccharomyces
gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli inhibisyonu tespit edildi ( P<0.0001)
(Sekil 30,31).

0.2+

zon (cm)

0.0

L.acidohilus L.casei S."

bakteri
Sekil-30: S. sonnei kiiltiirlinde probiyotik mikroorganizmalarin inhibisyon zon
caplar1
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S.cerevisiae S.boulardii

L.acidohilus

Sekil-31: S.  sonnei kiiltiirinde  probiyotik  mikroorganizmalarin

siipernatantlarinin inhibisyon zon ¢aplari
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S. sonnei’nin plak difflizyon teknigi ile inhibisyon goriintimleri

5;_l d

— Lom —— | ‘
Sekil-32: S. sonnei kiiltiirlinde her bir probiyotik mikroorganizma ve
stipernatantlarin olusturdugu inhibisyon zonlar1

: S sonnet | =

Sekil-33: S. sonnei kiiltlirlinde Lactobacil tiirlerin olusturdugu inhibisyon zonlar1
(her iki plagin saginda siipernatantlar yer aliyor)
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Sekil-34: S. sonnei kiiltiiriinde L. acidophilus ve slipernatatinin inhibisyon zonlar1
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V. TARTISMA

Probiyotik mikroorganizmalar, ilk ve en yaygin olarak, gastrointestinal sistem
hastaliklarinda; ozellikle akut gastroenteritlerde kullanim alani bulmustur. Ancak
akut gastroenteritlerden, rotavirus diyaresi ve antibiyotikle iliskili diyare
digindakilerde etkisi kesin olarak kanitlanmamustir (47,75-77). Ulkemizde siklikla
karsilastigimiz ve Ozellikle riskli gruplarda uzun siiren, dehidratasyon, akut bobrek
yetmezligi, bakteremi, lokal organ infeksiyonlar1 gibi ciddi komplikasyonlara yol
acmasi yani sira, is giicii ve ekonomik kayiplara neden olan invaziv akut gastroenterit
etkenleri sorun olusturmaktadir. Bu etkenlerin tedavisi i¢in kullanilan antibiyotiklere
her gecen giin diren¢ gelistigi, ayrica antibiyotik kullanimu ile ilgili yan etkilere
maruz kalindig1 goézlenmistir. Tedavi i¢in yakin zamanda yeni yaklasimlara ihtiyag
duyulacagi disiiniilerek probiyotik mikroorganizmalar ve onlarin iiriinleri

arastirilmistir.

Giliniimiizde giderek O6nemi artan ve Tlzerinde yogun ¢alismalar yapilan
probiyotik mikroorganizmalarin patojen mikroorganizmalara kars1 degisik etki
mekanizmalart ile 6ldiiriici veya patojenitesini yok edici 6zelliklerinin var oldugu
gosterilmistir (5,7,73,74). Probiyotiklerin etkileri endojen flora ve immun sistem
lizerine direkt ya da indirekt yoldan olabilir (4). Probiyotiklerin etki alanlarina
bakildiginda gastrointestinal sistemle ilgili yararlarin 6n planda oldugu goriilmekte
olup bagirsakta kolonizasyon direncinin desteklenmesi, metabolik siireglerin
gelismesi ve immiinomodiilatér etki bu alandaki baslica etkilerdir (26). Probiyotik
mikroorganizmalarin  etki mekanizmalar1 arasinda mikrobiyal antagonizma,
antitoksik aktivite, lokal ve genel immun sistemi uyarma gibi fonksiyonlarinin
bulunmasi patojen mikroorganizmalara karsi kullanmada probiyotiklerin dnemini

arttirmaktadir (8,54,78).

Probiyotiklerle ilgili son yillarda yapilan gerek in vitro gerekse in vivo deneysel
caligsmalar, bakteriyel patojenlere karsi antibakteriyel etkilerinin, probiyotik tiirlerine

PR

gore degistigine isaret etmektedir (32).
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Probiyotiklerin gastrointestinal hastaliklar {izerine etkilerini aragtiran az sayida
randomize kontrollli, ¢ift kor- plasebo kontrollii insan ¢alismasi mevcut olup,
bunlarda denek sayist azdir (4). Bu calismalar, probiyotiklerin gastrointestinal
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki roliinii desteklemektedir (23). Ancak
kullanilan probiyotik tiirlerin farkli olmasi, doz ve formiilasyon farki, karsilastirma

yapmay1 gii¢lestirebilmektedir (4).

Lactobaciller’in siipernatanlari ile yapilan ¢aligmalar, ¢cok sayida Gram negatif
enterik patojenin (Enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteropathogenic E. coli (EPEC),
K. pneumoniae, S. flexneri, S. typhimurium, E. cloacae, P. aeruginosa, E. faecalis
ve C. difficile) liremesinin laktik asit etkisi ile inhibe olduguna isaret etmektedir
(33). L. acidophilus, L. casei subsp. rhamnosus, L. bulgaricus, ve B. bifidus tiirlerinin
in vitro deneylerle trettikleri laktik asit, asetik asit ve hidroklorik asit etkisi ile H.

pylori iiremesini inhibe edebildikleri gosterilmistir (72,79).

Son yillarda degisen diinya kosullari ile birlikte ¢alisan kesimin artmast,
olumsuz cevre kosullari, kontrolsiiz ve sagliksiz gidalarin kullanimu ile insanlarin
yasamlar da riske girmistir. Ozellikle kontrolsiiz kullanilan ilaglar ve antibiyotikler,
sindirim sisteminde mevcut mikrofloradaki dengeyi bozmakta, ayrica birgok organda
uzun siirede onarilamayacak farkli hastaliklara sebep olmaktadir. Oysa gerek
hastaliklarin 6nlenmesi gerekse tedavi edilmesi amaciyla antibiyotiklerin yerine ya
da beraberinde, biyolojik mekanizmalar1 destekleyen probiyotikler, bir alternatif
olarak kullanilabilir. Bdylelikle intestinal mikroflora stabilitesi saglanir, uygun

sekilde yonlendirilir ve antibiyotiklerin zararl etkileri de engellenmis olur.

Cok sayida farkli tiirden mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmaktadir
(25). Fonksiyonel probiyotiklerin se¢imi igin bilinen pek c¢ok 6zellik vardir. Bu
Ozellikleri i¢inden mikrobiyal antagonizma, immunmodiilasyon, antitoksik ve
enzimatik aktivite, enfeksiyoz ajanlarla savasta en etkili olanlardir (25,26,28,29,48).
Bunun yaninda mikroorganizma olmasi nedeniyle probiyotiklerin fizyolojik

bariyerlerdeki stabilitesi de kullanim ve etki i¢in dnemli bir faktordiir (47).
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Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar, agiz yoluyla alinip sindirim
sisteminin bariyerleri ile kars1 karsiya kalmaktadirlar. Probiyotik olarak
siniflandirilabilmeleri ve etkilerini gosterebilmeleri i¢in gerekli faktorler arasinda en
onemlilerinden biri, GIS’de varliklarm1 devam ettirebilmeleridir (6,80,81).
Probiyotiklerin proteolitik enzimlere, midede diisiik pH degerlerine (1.8-3.2), safra
konsantrasyonlarina ve pankreatik siviya karsi direng gostermeleri beklenmektedir
(6,80,81,82). Bunun da mide asidi ve safraya kararliliklarina bagli oldugu
bilinmektedir (6,80).

GIS’in dogal bariyer elemanlarindan olan mide asidi sayesinde midede,
yalnizca az miktarda aside direncli flora bakterisi (Lactobacil tiirlerinden) ve patojen
mikroorganizma olan H. pylori yasamini devam ettirebilmektedir (83). Bir¢ok
patojen mikroorganizmanin mide asidi ve proteolitik enzimlerin etkisi ile
oldiiriildiigii bilinmektedir. Ancak probiyotik mikroorganizmalarm GiS’de canli
kalarak ya da antimikrobiyal maddeleri iiretinceye kadar canliliklarini devam

ettirmeleri gerektigi diisliniilmektedir.

In vitro ortamda yapilan calismalarda, GIS savunma sistemi gdz Oniine
alinmadig takdirde, ¢alisilan probiyotik mikroorganizma’nin in vivo kolonizasyonu
ve olumlu etkilerinin yeterli olabilecegi yoniinde yanlis sonuglara varilabilecegi
diisiiniilmiistiir. fn vivo insan ve hayvan ¢ahismalarinda ise, probiyotik
mikroorganizma tiirline bagl olarak etkinligin de§ismesinde, asit ve safra direng
durumlarinin en Onemli belirleyicilerden biri oldugu ve diger o6zelliklerini

belirlemede sinirlayict faktor oldugu sanilmaktadir.

Laktik asit bakterileri olarak adlandirilan Lactobacil ve Bifidobacter tiirlerinin
gastrik asit, safra tuzlar1 ve pankreatik enzimlere direngli olduklari, ancak yine de
tiirler arasinda farkliliklar bulunabilecegi belirtilmektedir (6). Intestinal floranin
elemant olan L. acidohilus’un gastrik sag kaliminda rol oynayan c¢ok sayida gen

bulunmustur (84).

Midede canliligin1 devam ettirebilme ve safra tuzlarina direng¢ yeteneklerini

arastiran in vitro ¢alismalar ile, in vivo sonuglarin uyumlu bulundugu; ancak bununla
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birlikte, Lactobaciller’le yapilmis bir ¢alismanin sonucuna gore, in vitro g¢alisma
sirasinda HCI ile asidifiye edilmis distile suya gore, mideden elde edilen asit

salgisina mikroorganizmalarin daha direncli oldugu gosterilmistir (83).

Glinlimiizde, antibiyotikle iligkili diyare ve c¢ocuklarda akut rotavirus
diyaresinde kullanimi Onerilmis olan S. boulardii, probiyotik olarak kullanilan bir
mayadir. Bu calismada, S. boulardii’nin, in vitro ortamda, pH 2’de dahil olmak
tizere, farkli pH degerlerinde canliligin1 devam ettirdigi ve kontrol grubu ile hi¢ fark
olmadigi goriilmiistiir. Midenin asit pH’sma direngli bulunan S. boulardii’nin,
rahatlikla canli olarak, ince ve kalin barsaklara gecebilecegi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte ayni tiir igerisinde yer alan S. cervisiae ise, pH 3.2 ve 2
degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalmis iireme gostermistir. S.
cerevisiae, mide de diisik pH’li ortamda canliligim1 siirdiiremeyecegi sonucuna

varilmstir.

Bu in vitro ¢alismada L. acidohilus’un pH 4.6’da canlilifini 6nemli miktarda
kaybettigi ve daha diisiik pH degerlerine sahip ortamda ise hi¢ mikroorganizma
kalmadig1 goriilmiistiir. L. casei, ortam pH 4.6’da iken liremesinin baskilanmamis
ancak 3.2 ve 2 gibi diisiik pH’larda kontrol grubuna gore anlamli sekilde canliliginm
yitirmistir. Asiditesi farkli MRS sivi besiyerleri i¢cinde 3 saat inkiibasyon ile bu
sonuclar elde edilmistir. Burada asit direncleri test edilen iki Lactobacil susu ve S.
cerevisia’nmin in vivo ortamda mide asidinden daha az etkilenmesi beklense de, S.
boulardii’ye gore asit ortama daha duyarl olduklar1 goriildii. Bu sonuglara gore, S.
boulardii’nin canliligini devam ettirerek mideden gecisinde in vivo sartlarda sorun
yasanmayacagi ongoriilmiistiir. Bugiine kadar S. boulardii ile yapilan ¢aligmalar bizi
desteklerken (85), Lactobacil’lerle ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalarin bir kismi
uyumsuz bulunmustur (82). Buna karsin, Conway’1n ¢alismasinda HCI ile mide asidi
arasinda sag kalimlarindaki onemli farklilik, bakterinin fizyolojik ortamda aside
direncini saglayan intrensek ve/veya ekstrensek faktorlerin rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir (83).

Safra asitlerinin antibakteriyel 6zellikleri, uzun zamandir bilinmektedir (83).

Bu o6zellik yardimi ile, Mc Conkey agar besiyerine deoksikolik asit eklenmesi
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yoluyla, diger bakterilerin iiremeleri inhibe edilerek Salmonella- Shigella izolasyonu
saglanmaktadir. Ancak flora elemani da olan probiyotik bakteri tiirlerinin 6nemli
derecede safra toleransi varligi da bildirilmistir. Tolerans mekanizmasi heniiz tam
olarak anlasilamamistir ve ¢alisilan 6rnek probiyotiklerde kabul edilebilir minimum
deger bilinmemektedir. Hidrofobik safra tuzlarinin bakterileri inhibisyon
kapasitesinin, hidrofilik durumdan daha fazla oldugu kanitlanmistir (81,86-88). In
vitro sartlarda safra tuzlarina lesitin eklendiginde, in vivo ortamu taklit ettigi ve
bakteriyostatik etkinin azaldig1 E. coli ve Enterococcus fecalis ile yapilan ¢alismada
gosterilmistir (88). Bu durum, bizim ¢alismamizda, safra tuzlarinin antimikrobiyal
etkisinin probiyotik mikroorganizmalar iizerine beklenenden fazla bulunmasini da

aciklayabilir.

Bu calismada, safraya maruz birakilan tim probiyotik mikroorganizmalarin
tiremelerinin, li¢ farkli konsantrasyondan da etkilendigi tespit edilmistir. Calisilan

probiyotikler i¢inde safraya en duyarli bulunan ise S. cerevisiae olmustur.

Farkli probiyotik suslariin = 6zelliklerinin  farkli oldugu bilinmektedir.
Goniilliilerle yapilan bir ¢alismada Lacbacillus GG’nin oral alimi sonrasinda feges
orneginden ekim yapilmis ve goniillillerin ilk 4 giin boyunca %86’sinda ayni
mikroorganizma izole edilebilmistir (89). Mide asiditesi ve safranin antimikrobiyal
etkilerinin, patojen mikroorganizmalarda oldugu gibi probiyotiklerin de yiyeceklerle
ve Ozellikle siitle alinmas1 durumunda daha az goriilecegi bildirilmistir (22,83). Safra
asitlerinin etki mekanizmasi hakkinda in vitro bir calismada, safra tuzlarinin
membran lipidlerinde yapisal degisiklik yaparak permeabilitede artis1 sonucu
mikroorganizmanin OJliimiine neden oldugu tespit edilmistir. Ayni ¢alismada
kullanilan dort farkli Lactobacil susundan ( L. reuteri, L. delbrueeckii, L. acidophilus

ve L. casei) yalmiz L. reuteri serbest ve konjuge safra asitlerine direngli bulunmustur

(81).

Bu bulgular, probiyotikler i¢inde S. boulardii daha az olmak iizere hepsinin
fizyolojik  bariyerlerden etkilenebilecegini  gostermektedir. Bu  bariyerlerin
ndtralizasyonunu saglayan uygulamalarla (yiyeceklerle alinmasi, antiasit vs) ya da

enterik a¢ilimli preparatlarin kullanilmasi ile bariyerlerden kacis saglanabilir.
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Probiyotikler, diyarenin 6nlenmesi ve tedavisinde, ¢cok farkli mekanizmalar1 ya
tek tek ya da kombine sekilde kullanmaktadirlar (47). Akut infeksiyoz diyarede
probiyotikler, immunolojik mekanizmalar ve intestinal musin {iretiminde artis
yaparak enteropatojenlerin tutunmasini engellemek gibi konake¢i iizerinden etki
gosteren mekanizmalar (patojenlerle epitel hiicrelerindeki baglanma alanlar1 ig¢in
yarigma) ve intestinal liimene salinan enzimler, bakteriyosin, organik asitler ve H,O,
tiretimi  ve antitoksik mekanizmalardan biri veya birkag1t ile patojen
mikroorganizmaya karsi etkin olabilmektedir. Bu in vitro calismada, konakgi
tizerinden etkiler bir yana birakilarak, enteropatojen ile probiyotik mikroorganizma

ve metabolitlerinin direkt etkilesimlerinin sonucu arastirilmistir.

Akut diyare tedavisinde probiyotiklerin yerini ortaya koymak i¢in 2006 yilinda
yapilan meta-analizde, placebo kontrollii 34 klinik ¢alisma degerlendirilmistir (90).
Calismalardan 33’1 gelismis iilkelerden gonderilmis ve tani olarak antibiyotikle
iligkili diyare, turist diyaresi ve ¢ocuklarda infeksiyoz diyare yer almustir.
Degerlendirme, akut diyarede probiyotik mikroorganizmalarin yararli olacagi
sonucunu ¢ikarmakla birlikte (90); etkenlere ve etkin probiyotik tiirlerine ait ayrinti

belirtilmemistir.

Probiyotik etkinlik i¢in, mikroorganizmanin canli olmasi gerekliligini savunan
bircok goriise ragmen, oOzellikle GIS infeksiyonlarina etki mekanizmasina
bakildiginda, metabolitlerin de 6nemli bir kismi olusturdugu diistiniilmektedir
(32,48). 1lk yillarda probiyotik tanimindaki ‘canli mikroorganizmalar’ ifadesinin
‘canli mikroorganizmalar ve onlarin komponentleri’ olarak genisletildigi

hatirlanmalidir (4).

Probiyotik mikroorganizmalarin siipernatantlari, santirfiigasyon ve silizme
islemleri ile hazirlanarak, canli mikroorganizma icermemekte, ancak probiyotigin
metabolik {iriinlerinden olusmaktadir (32,91). Bu c¢alismada kullanilan probiyotik
slipernatantlarinin, canli mikroorganizma icermediklerini dogrulamak iizere uygun

kosullarda ekim yapilmis ve higbir denemede iireme tespit edilmemistir.
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Calisilan her iki Lactobacil tiriiniin, enterik patojenlere etkili olabilmesi i¢in
canli olmas1 gerekmedigi, metabolitlerinden olusan preparatlar ile inhibisyon

etkilerinin olusabilecegi sonucuna varildi.

Calismada yer alan iki Saccharomyces tiiriinlin de, fizyolojik bariyerlerden
daha az etkilendikleri goriildii. Enterik patojenleri inhibe edebilmeleri igin
calismamiz kapsaminda gosteremedigimiz fakat diger calismalarda belirtilen

mekanizmalar ile mutlak canli mikroorganizma kullanilmasi gerektigi anlasildi.

L. acidohilusun siipernatantinin  antibakteriyel aktivitesinin bulundugu
kanitlanmistir. Antibakteriyel etkisinin in vitro ortamda Gram + ve Gram — olmak
lizere, genis bir spektruma sahip oldugu gosterilmistir (91). Lactobacil slipernatanti,
asit ortamda iken, ndtral ya da bazik ortama gore daha etkili oldugu iddia
edilmektedir. Laktik asit fermentasyonunun son iirlinleri; laktik ve asetik asit ve
hidrojen peroksitin, patojenlerin iiremesine engel olma yeteneginde olduklar

bilinmektedir (91).
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VI. SONUCLAR

Probiyotik mikroorganizmalarin asit duyarliligi degerlendirildiginde,; S.
boulardii her pH degerinde iiremesine karsin, diger 1ii¢ probiyotik
mikroorganizmanin (L. acidophilus, L. casei, S. cerevisiae) pH 3.2 ve altinda;

bunun disinda L. acidophilus ‘un pH 4.6 da aside duyarlilig1 tespit edildi.

Safra duyarliliklarina bakildiginda, tiim probiyotiklerin safraya duyarli oldugu,

en duyarli probiyotigin S. cerevisiae oldugu goriildii.

Calisilan enterik patojenlere Lactobacil’lerin siipernatantlarinin, probiyotik
bakterinin kendisinden daha etkili oldugu ve metabolitleri aracilig1 ile etkinin
on planda oldugu tespit edildi. Lactobacil’lerin fonksiyonel probiyotik olarak

kullanilmasi i¢in canli olmalar1 gerekmedigi sonucuna varildi.

Saccharomyces tirlerinin ozellikle S. typhi ve S. enteritidis’e karsi inhibitor
etkisi goriildii ve canli mikroorganizmanin, siipernatantlardan daha etkili
oldugu tespit edildi. Saccharomyces tiirlerinin, enterik patojenlere karsi etkin
sekilde kullanabilmek i¢in mikroorganizmanin canli preparatlarina gerek

oldugu saptandi.
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VII. OZET

Probiyotikler, saglhiga yararli etkileri olan canli mikroorganizmalar ya da
onlarin bilesenleri olarak tanimlanmaktadirlar. Probiyotiklerin ¢ogu, saglikli insan
intestinal sistem florasindan kaynaklanmaktadir. Yiizyillar 6nce uzun yasamin iksiri
olarak kullanilan probiyotiklerin akut gastroenteritlerden intestinal neoplaziye kadar
farkli alanlardaki hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde roliinii destekleyen

calismalar bulunmaktadir.

Gelismekte olan iilkelerde, onlenebilir morbidite ve mortaliteye sahip olan
gastroenteritler ayrica is giicii ve ekonomik kayba da neden olmaktadirlar.
Gastroenterit etkenlerinden dizanteri tablosu ile seyreden invaziv etkenlerin
antibiyotikle tedavisi gerektigi bilinmekte, flora {izerine olusturduklar1 baskilayici

etki ve antibiyotik diren¢ sorunu yeni tedavi arayiglarini giindeme getirmektedir.

Bu calisma ile, probiyotik mikroorganizmalardan L. acidohilus, L casei, S.
boulardii ve S. cerevisiae standart suslar1 segilerek, hem gastrointestinal sistem asit
ve safra konsantrasyonlarina direngleri hem de etken patojenleri inhibe etme
yeteneklerini ortaya koymak hedeflenmistir. Invazyon yoluyla akut gastroenterite
neden olan; S. enteritidis, S. typhi, S. sonnei ve E. coli’ye karsi etki mekanizmalarini
aydinlatmak adina, probiyotik mikroorganizmalarin kendi canli suslar1 ve canli

mikroorganizma igermeyen siipernatantlar1 kullanilmistir.

Calisma sonucunda, S. boulardii’nin asit pH’ta canli kalabildigi, diger ¢
probiyotik mikroorganizmanin pH 3.2 ve daha diisiik pH’da canli kalamadiklar;

hepsininde safra konsantrasyonlarina duyarli oldugu goriildii.

Calisilan enterik patojenlere Lactobacil’lerin siipernatantlarinin, probiyotik
bakterinin kendisinden daha etkili oldugu ve metabolitleri aracilig1 ile etkinin 6n
planda oldugu tespit edildi. Lactobacil’lerin fonksiyonel probiyotik olarak

kullanilmasi i¢in canli olmalar1 gerekmedigi sonucuna varildi.
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Saccharomyces tiirlerinin 6zellikle S. typhi ve S. enteritidis’e karsi inhibitor
etkisi goriildii ve canli mikroorganizmanin, siipernatantlardan daha etkili oldugu
tespit edildi. Saccharomyces tiirlerinin, enterik patojenlere kars1 etkin sekilde

kullanabilmek i¢in mikroorganizmanin canli preparatlarina gerek oldugu goriildii.
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VIII. YABANCI DIL OZETI

Probiotics can be defined as ° microbial cell preparations or components of
microbial cell that have a beneficial effect on health and well-being of host’. Many
are derived from the intesitnal microbiata of healthy humans. The probiotics are used
centuries ago as elixir of long life and advocating it for the prevention and treatment

of a diverse range of disorders; from acute gastroenteritidis to intestinal neoplasia.

In the developing countries gastroenteritidis has preventable mortality and
morbidity; moreover they are taking place a reason of productive effort and
economic loss. It is known that their is a requirement of a treatment with antibiotics
in case of invasive agent causing gastroenteritidis progressing with dysentery table.
New treatment searches are occurred due to inhibiting effects of antibiotics on flora

and antibiotic resistance problems.

In this study, be selecting standard species form probiotic microorganisms L.
acidohilis, L. casei, S. boulardii ve S. cerevisiae, it was aimed to exhibit the
resistance to gastrointestinal system acid and their properties to inhibit the agent
pathogens. In order to clarify the action mechanisms against S. enteritidis, S. typhi,
E. coli, S. sonnei were causing gastroenteritidis by invasion pathway, both the viable
species of probiotic microorganisms and supernatants not containing a viable

microorganism were used.

At the end of the study, it was found that S. boulardi was able to tolerate low
pH, the other three probiotic microorganisms did not stand alive at pH 3.2 and below

it, and all of them are sensitive to bile acid.

It was demonstrated that the supernatants of Lactobacil were more effective
against the evaluated enteric pathogens and the effect mediated by metabolites was in
the foreground. It was resulted that Lactobacils were not necessary to be alive in

order to be used as a functional probiotic.
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An inhibitor effect of Sacchharomyces species was seen especially to S. typhy
and S. enteritidis and was found that living microorganisms were more effective than
supernatants. It was demonstrated that in order Saccharomyces species to be used in

an effective way the living preparations of the microorganism were needed.
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