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OZET

Madal,, B. Farkh Yontemler ile Enkapsule Edilen Probiyotiklerin in vitro ve in
vivo Etkinliginin Belirlenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Beslenme ve Diyetetik Programi Doktora Tezi, Ankara, 2022. Bu calismanin
amaci; farkli probiyotik tiirlerinin farkli yontemlerle enkapsiile edilerek, in vitro
kosullarda canlilik diizeylerinin degerlendirilmesi, kisa siireli depolama kosullarinda
stabilitelerinin belirlenmesi ve in vivo kosullarda farkli tiirdeki probiyotik bakterilerin,
saglikli fare dokularinda inflamasyon biyogostergeleri (zerine etkilerinin
incelenmesidir. Calismada ilk olarak, inflamasyonda etkili oldugu belirtilen
Lactobacillus rhamnosus (LGG) ve Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) probiyotik
bakterilerinin mikroenkapstlasyon (ME) ve nanoenkapsilasyon (NE) yontemleri ile
enkapsiilasyonu (EK) yapilmistir. In vitro kosullarda canlilik diizeyi daha yiiksek
bulunan EK yontemi secilerek, bir hafta boyunca depolamadaki (+4°C) stabiliteleri
degerlendirilmistir. Calismanin in vivo asamasinda, C57BL/6J tiirii 35 adet saglikli
erkek fare galismaya dahil edilmistir. Farelere tiretilen ME probiyotikler ve fosfat
buffer saline (PBS); 6 hafta boyunca her giin oral gavaj ile verilmistir. Miidahalenin
sonunda karaciger dokularindan PCR ile inflamatuvar sitokinlerin (IL-4, IL-6, IL-10,
TNF-a ve IFN-y) gen ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir. Calismanin sonunda; in
vitro kosullarda serbest bakterilerin canliligini biiyiik oranda kaybettigi (p<0.05), her
iki yontemle enkapsiile edilen bakterilerde ise canlilik oranlarinin daha yiiksek oldugu
bulunmustur (EcN i¢in, p<0.05 ve LGG i¢in p>0.05). Yontemlere gore bakterilerin
canliligin1 koruma diizeylerine bakildiginda ise LGG i¢in benzer oranlarda korudugu
gorulirken (ME icgin, %41,9+1,24 ve NE icin, %41,2+7,05), EcN icin nanofiberle
enkapsiilasyona kiyasla, ME yonteminde canlilifin daha yiiksek oldugu bulunmustur
(swrasiyla %71,2+1,65 ve %83,94+1,31, p<0.05). ME ve serbest formda bulunan
bakteriler bir hafta depolandiginda, depolama siiresince 1, 3 ve 7. giinlerdeki
canliliginda anlamli bir azalma olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). IFN-y gen ekspresyon
diizeylerinde serbest ECN, ME EcN ve kontrol gruplar arasinda anlamli bir fark
oldugu gortilmiistiir (p=0.048). IL-6, TNF-a, IL-4 ve IL-10’un gen ekspresyon
diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0.05). Bu ¢alismanin
sonuglari, in vitro kosullarda probiyotiklerin serbest formlarina kiyasla enkapsiile
formlarinin canliliklarin1 daha iyi korudugunu ve stabilitelerini arttirdigi, ayrica
saglikl farelerde probiyotik kullaniminin inflamasyon tizerinde herhangi bir etkisinin
olmadigin1 gostermistir. Bu c¢alisma sonucglarinin, farkli materyaller kullanilarak
nanofiberle enkapsulasyon yontemleri ve bu dogrultuda iretilen {irlinlerin
etkinliklerinin saglikli bireylerde de degerlendirilmesine yonelik yapilacak
caligmalara yol gosterici olacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: nanoenkapsulasyon, mikroenkapsulasyon, probiyotikler, in
vitro-in vivo, inflamasyon.

Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan 18878 ID numarali proje kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Madah, B. Evaluation of in vitro and in vivo Effectiveness of Encapsulated
Probiotics Using Different Methods. Hacettepe University Graduate School
Health Sciences Program of Dietetics, Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2022.
Probiotics have beneficial effects on several diseases although, very few studies
evaluate their effects in healthy individuals. This study aimed to evaluate the viability
levels of different probiotic species by encapsulation (EK) with different methods,
compare the methods in vitro, determine their stability under short-term storage
conditions, and examine the effects of probiotics on inflammation biomarkers in
healthy mice in vivo. Lactobacillus Rhamnosus (LGG) and Escherichia coli Nissle
1917 (EcN), which were known effective in inflammation, were encapsulated using
microencapsulation (ME) and nanoencapsulation (NE) methods in the study. The
method that preserves the higher viability of probiotics in vitro conditions was chosen,
and their stability in storage conditions (+4°C) for one week was evaluated. In vivo
assay was performed on the healthy C57BL/ 6J male mice (n=35). Microencapsulated
probiotics and phosphate-buffered saline (PBS) were given to mice daily for six weeks
by oral gavage. At the end of the probiotics intervention, inflammatory cytokine (IL-
4, IL-6, IL-10, TNF-a ve IFN-y) gene expression levels were analyzed from the liver
tissues. As a result, free bacteria lost their viability significantly in vitro conditions
(p<0.05), while the viability of probiotics were higher in bacteria encapsulated by both
methods (p<0.05 for EcN and p>0.05 for LGG). When the encapsulation methods
were compared in terms of viability, it was found that viability of LGG preserved
similarly in both methods (for microencapsulation, 41.9+1.24% and nanofiber
encapsulation, 41.2+7.05%). In contrast, the viability of ECN was higher in the
microencapsulation method than encapsulation with nanofiber (83.9%+1.31% and
71.2%+1.65%, respectively, p<0.05). There was no significant decrease in their
viability after the first, third and seventh days of storage (+4°C) (p>0.05). IFN-y levels
were significantly different between free ECN, ME EcN and control groups (p=0.048).
There was no significant difference between the groups in IL-6, TNF-a, IL-4 and IL-
10 levels (p>0.05). This study results indicate that the encapsulated forms of probiotics
preserve the viability of probiotics greater, increase their stability than the free forms,
and have no effect on inflammation in healthy mice. The results of this study are
thought to guide the studies related to nanofiber encapsulation using different materials
and to evaluate the effectiveness of the encapsulated probiotics in healthy individuals.

Keywords: nanoencapsulation, microencapsulation, probiotics, in vitro-in vivo,
inflammation.

This research was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project no: 18878 ID).
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Probiyotik olarak kabul edilmesi icin gereken kriterler

Yaygin olarak kullanilan ve insanlarin tiiketimine sunulan
probiyotik mikroorganizmalar

Probiyotik ve prebiyotiklerin etkileri ve etki mekanizmalari
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caligmalar.
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Yemin makrobesin 6gesi ve enerji igerigi.
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Primerlerinin oligonukleotit dizilimleri.

Sitokinlerin ¢alistig1 optimum sicaklik degerleri (°C).
RT-PCR’da kullanilan komponentler ve miktarlari.
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1. GIRIS
1.1. Kuramsal Yaklasimlar ve Kapsam

Probiyotikler, yeterli miktarlarda alindiginda konak saglig1 tizerinde olumlu
etkileri olan yasayan organizmalar olarak tanimlanmaktadir (1). Hayvan ve insan
caligmalarindan elde edilen sonuglara gore; bagirsak mikrobiyotasindaki yararli
bakterilerin ¢esitliligini ve sayisini arttirdigi (2, 3), gesitli gastrointestinal hastaliklarin
semptomlarinda azalmaya neden oldugu (4, 5), kan kolesterol ve kan lipit profilini
gelistirdigi (6, 7), kan basincini ve hipertansiyonu azalttigi (8), kan glikoz toleransini
ve diyabet kontroliinii gelistirdigi (9, 10) ve mental durum ile biligsel fonksiyonlari
gelistirdigi bildirilmistir (11).

Ozellikle son yillarda beslenmeyle ilintili hastaliklarin artmasi ve tiiketicilerin
bilinglenmesiyle birlikte, probiyotiklere olan ilgi giderek artmistir. Toplumda
probiyotik iceren iirlinler, hem goreceli olarak ucuz hem de ulasilabilir oldugu icin
sagligin siirdiirilmesinde genel olarak tercih edilen bir sektor haline gelmistir (12).
Fonksiyonel besin iceren uriin sektdriinin %60-70’ini probiyotik igeren iiriinlerin
olusturdugu bildirilmistir (13). TUketiciler probiyotik iceren drunlere; besin (fermente
ya da fermente edilmeyen) ya da supleman olarak (toz, tablet ya da kapsil formda)
ulasabilmektedirler. Bu tirtinlerin {iretim siireci ve depolama siiresince canliliklarini,
organoleptik ozelliklerini korumalar1 ve metabolik olarak aktif durumda olmalari
gerekmektedir. Bu nedenle enkapsulasyon yontemleri, Uretilen Grlnlerin tiketiciye
ulasana kadar gegen tiim isleme siireci boyunca olumsuz etkilerden korunmasini
saglayan etkin ve gilincel bir yaklasimdir (14). Probiyotiklerin enkapsiilasyon
teknolojisinde en sik  kullanilan 1ki yontem; mikroenkapsiilasyon ve

nanoenkapaulasyon yontemleridir (15).
1.2. Amag ve Hipotezler

Calismanin amaci, mikroenkapstlasyon ve nanoenkapsulasyon olmak tizere
iki farkli enkapsiilasyon yonteminin farkli tiirdeki probiyotiklerin (Lactobacillus
rhamnosus (LGG) ve Escherichia coli Nissle 1917 (EcN)) canlilig1 iizerine etkilerinin

incelenmesi, in vitro kosullarda probiyotiklerin simile mide ve simiile bagirsak



cozeltilerindeki canliliklarinin belirlenmesi ve yontem karsilastirmasinin yapilmas,
kisa siireli depolama kosullarindaki stabiliteleri ve in vivo modelde dretilen

probiyotiklerin inflamatuvar biyogdstergeler tGzerindeki etkilerinin saptanmasidir.
Hipotezler;

Hipotez 1: in vitro kosullarda, farkli yontemler ve materyaller ile enkapsiile
edilen LGG ve EcN suslarinin; simiile gastrik ve intestinal sividaki canlilik diizeyleri

acisindan aralarinda fark vardir.

Hipotez 2: in vitro kosullarda canliligi daha yiiksek bulunan yontem ile
enkapsiile edilen LGG ve EcN suslarinin; farkli depolama strelerindeki stabiliteleri

agisindan aralarinda fark vardir

Hipotez 3: in vitro kosullarda enkapsiile edilen LGG ve EcN probiyotik suslari
enkapsiile edilmeyen probiyotiklere gore, simiile gastrik sivi ve simiile intestinal

stvidaki canlilik diizeyleri daha yiiksektir.

Hipotez 4: in vitro kosullarda enkapsiile edilen LGG ve EcN probiyotik suslari
enkapsiile edilmeyen probiyotiklere gore farklt depolama surelerindeki stabiliteleri
daha yuksektir.

Hipotez 5: Enkapsule edilen LGG ve EcN; enkapstle edilmeyen LGG ve EcN
in vivo kosullarda inflamatuvar gostergelerin diizeyinde daha fazla azalmaya neden

olur.

Hipotez 6: in vivo kosullarda, enkapsiile LGG ile enkapsiile EcN'nin,

inflamatuvar sitokin diizeyleri {izerine etkileri arasinda fark vardir.



2. GENEL BIiLGILER

Probiyotiklerin farkli bir¢ok taniminin yapilmis olmasina ragmen, yeteri
miktarda alindiginda konak saglhigr iizerinde olumlu etki gosteren canh
mikroorganizmalar tanimi genel olarak kabul edilmektedir (16). Yapilan klinik
caligmalarda probiyotiklerin; gastrointestinal hastaliklar (irritabl bagirsak sendromu,
Helicobacter pylori, inflamatuvar bagirsak hastalig1 ve diyare gibi), alerjik hastaliklar
(atopik dermatit gibi) ve obezite, instlin direnci sendromu, tip 2 diyabet ve non-alkolik
karaciger yaglanmasi gibi 21. yiizyilin en 6nemli saglik sorunlari tizerinde olumlu
etkilerinin ~ oldugu  gosterilmistir.  Bagisiklik  sistemini  giliglendirerek
(immiinomodiilasyon) farkli bir¢ok hastaligi etkiledigi belirtilmektedir. Ayrica bazi
raporlarda, farkli kanser tlrleri ve yan etkileri Gzerinde probiyotiklerin proflaktik
kullaniminin yararinin olabilecegi bildirilmistir. Cogu klinik ¢aligmada probiyotiklerin
yararli etkilerinin gosterilmis olmasina ragmen, gerekli doz ve mikroorganizma tiirii
hastaliga ve bireylere gore degisiklik gostermektedir (17).

Probiyotik bakterilerin cogalmasi ve aktivite gosterebilmesi igin prebiyotiklere
gereksinimleri vardir. Prebiyotikler; gastrointestinal mikrofloranin aktivitesinde ve
kompozisyonunda degisiklige neden olan secici fermente bilesenler olarak
tanimlanmaktadir. Kolondaki yararli bakteriler tarafindan kullanilan prebiyotikler,
mide ve ince bagirsakta sindirilemezken kolonda fermente edilirler. Fermentasyon
sonucu aciga ¢ikan metabolitler bagirsak florasi i¢in enerji kaynagi olarak
kullanilmakta ve sagligi olumlu yonde etkilemektedir (18). Probiyotik bakterilerin
prebiyotiklerle birlikte olusturdugu sinerjik etki; 1995 yilinda Gibson ve Roberfroid
tarafindan bildirilmis ve “sinbiyotik” olarak adlandirilmistir (19). Probiyotik ve
prebiyotiklerin birlikte kullaniminin, gastrointestinal yolakta probiyotik bakterilerin
canliligini koruyarak, probiyotiklerin etkinliginde artisa neden oldugu belirtilmistir.
Yapilan c¢alismalarda; probiyotik ve prebiyotiklerin uygun kombinasyonlarinin,
probiyotik ya da prebiyotiklerin tek basina verilmesine kiyasla daha etkili oldugu
gosterilmistir (20, 21).

Probiyotiklerin teropatik etki gosterebilmesi icin gerekli olan diizeyin 10° -107
kob/g oldugu ve kolona kadar istenilen diizeyde kalabilmesi i¢in probiyotik igeren
iriinlerin en az 108 -10° kob/g olmas1 gerektigi bildirilmistir (22). Tiirk Gida Kodeksi

Gida Maddelerinin Genel Etiketleme ve Beslenme Yoniinden Etiketleme Kurallar



Tebliginde Degisiklik Yapilmasi Hakkindaki Teblig’e gore ise; probiyotik bakteri
iceren gidanin en az 1.0x10° kob/g canli bakteri icermesi gerekmektedir (23). Bu
yuzden probiyotik suslarin, bilesiminde bulunduklari iiriin i¢inde ve sindirim sistemi
boyunca canliliginm siirdiirmesi gerekir. Ancak yapilan ¢alismalarda serbest haldeki
probiyotiklerin ¢evre sartlarina ciddi dl¢lide duyarli oldugu ve canliliklarint biiyiik
Olcide kaybettikleri gozlenmistir (24). Probiyotiklerin besinlerdeki canliligs;
probiyotik tird, pH, laktik asit ve asetik asit gibi metabolitlerin konsantrasyonu,
hidrojen peroksit ve oksijen varligi, isleme ve depolama sicakliklari, inokiilasyonun
orani ve hizi, eklendigi besinlerin tiirli ve yapisi gibi faktorlerden etkilenmektedir (25-
27). Probiyotiklerin olumsuz faktorlerden korunmasi ve niitrasotikler, fonksiyonel
tirlinler veya besinlerin iiretiminde kolaylikla kullanilabilmesi igin mikro- ve nano-
boyutlarda enkapstlasyon uygun alternatif bir yontemdir. Her iki enkapstlasyon
yontemiyle de probiyotiklerin fonksiyonelligi korunup, gelistirilmektedir (15).

Enkapsiilasyon, biyoaktif bilesenler ve yararli bakteriler gibi kiguk
maddelerin; karbonhidrat polimerleri, proteinler ve yaglar gibi bir duvar materyali
icinde mikro ya da nano boyutta yapilar olusturularak kaplanmasidir (28-30).
Enkapstlasyonla besinin iiretim ve raf dmrii siirecindeki ¢evresel kosullara, depolama
kosullarina, sindirim sistemindeki pH degisiklikleri ve enzimlere karsi bariyer
olusturularak probiyotiklerin canliliklarin1 korumasi amacglanmaktadir. Probiyotik
enkapsulasyonu ile enkapsiilasyon yontemi ve materyaline bagli olarak serbest haldeki
suglara gore canliligini ciddi oranda korudugu goézlenmistir (31). Ayrica
enkapsiilasyon islemi biyoyararliligin artirilmasini ve biyoaktif bilesenlerin kontrollii
salinimin1 saglarken; enkapsiilasyon islemi sonucu istenmeyen koku ve tat bilesenleri
de maskelenebilir (29, 30). Probiyotiklerin enkapsulasyonu genel olarak sprey
kurutma, dondurarak kurutma, akiskan yatak kaplama, ekstriizyon teknolojisinin
kullanilmast ve elektrospin yontemi ile yapilmaktadir (32). Farkli enkapsiilasyon
yontemleri kullanilmasi son iiriin olarak farkli yapilarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir.

Mikroenkapstlasyon; probiyotik bakterilerin, ortamdaki zararli etkenlerden
koruyan ve belirli kosullar altinda kontrollii salinimin1 gergeklestiren bir matrisle
kapstillenmesi islemidir. Probiyotiklerin kapsiillenmesinin amaci; sindirim sistemi

boyunca diisiikk pH, safra tuzu ve diger bilesenlerden korunmasidir. Bir mikrokapsul,



birka¢ mikron ile 1 mm arasinda degisen ¢ok kiigiik capli kat1 ve sivi bir materyali
cevreleyen yari gecirgen veya gecirgen olmayan, kiiresel, ince ve gii¢lii bir zar icerir.
Kapsiilleme materyali, gida uygulamalarinda kullanilacagi i¢in genel olarak giivenilir
kabul edilen materyallerden olmalidir. Genellikle aljinat, Kkitosan, karboksimetil
seliiloz, ksantan zamki, nisasta, karagenan, jelatin ve pektin gibi gida sinifi polimerler,
farklt mikrokapsiilleme yontemlerinde kullanilmaktadir (33). Ayrica kazein ve whey
proteini gibi siit proteinleri de kapsiilleme materyali olarak kullanilmaktadir (34).
Aljinat, probiyotiklerin mikroenkapsiilasyonunda pH’ya dayanikli oldugu i¢in siklikla
tercih edilen dogal bir polimerdir. Fakat yontemin etkinliginin arttiritlmasi i¢in, duvar
materyali olarak ek bir materyalin daha kullanilmas1 6nerilmektedir (33).
Nanoenkapsilasyon ise, nanoteknolojinin bioaktif maddelerin  nano
boyutlardaki tasiyict materyaller igerisine hapsedilmesini kapsayan bir yontemdir
(35). Polimerik nanopargaciklarin olugmasi sirasinda yakalanmis bir biyoaktif madde
ve polimerin olusturdugu matriks bir emiilsifiyer ya da yuzey aktif madde ile

cevrilerek nanoenkapsiile form olusturulur (36).
2. 1. Probiyotikler

“Probiyotik™ kelimesi, “yasam i¢in” anlamina gelen “pro” ve “biota”
kelimelerinin birlestirilmesiyle tiiretilen Yunanca kokenli bir kelimedir. Yapilan
bircok farkli tanimlara karsin, FAO/WHO’ nun 2002’deki panelinde; “yeteri miktarda
alindiginda insan sagligi lizerinde olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar”
tanim1 genel olarak kabul gérmektedir (37). Bu tanim, 2020 yilinda Uluslararasi
Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler Dernegi (ISAPP) tarafindan da kabul
gormiistiir (1). Bu tanimda, bakterilerin canli olmasi ve istenen etkiyi gosterebilmesi
icin belli bir diizeyde olmasi gerektigi vurgulanmistir. Teorik olarak ise probiyotikler;
bakteri kultiirleri, maya hiicreleri ya da bagirsaktaki faydali bakterilerin etkinligini
arttiran  ve  gastrointestinal ¢evreyi diizenleyerek saghigi  gelistirebilen
mikroorganizmalar olarak belirtilmektedir (17).

Probiyotik iceren iirlinlerin tiretiminde probiyotik bakterileri farkli formlarda
(dondurulmus ya da kuru formda) kullanmaktadir. Sadece besinler araciligiyla degil,
supleman (liyofilize, kapsiil ya da tablet seklinde) olarak da bireylerin tiiketimine

sunmaktadir (16, 38-40).



Cok sayida cins ve tiirdeki mikroorganizma, potansiyel probiyotik olarak
diistiniilse de, ticari olarak iiretilen probiyotik igeren iirlinlerde genellikle
Lactobasillus ve Bifidobakteri tiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun temel
sebebi; bu tdrlerin uzun yillardir kullaniminin giivenli oldugunun bildirilmesi ve
GRAS (Genel olarak Giivenli) listesinde yer almasidir. Laktokbasillus ve Bifidobakteri
tirleri insan bagirsaginda baskin olarak bulunur. Laktobasillus ince bagirsakta,
Bifidobakteri tiirleri ise kalin bagirsakta daha baskindir. Fakat Lactococcus,
Enterococcus, Saccharomyces ve Propionibacterium (maya) (Saccharomyces
cerevisiae ve Saccharomyces boulardii) ve filamentous (mantar) (Aspergillus oryzae)
tirleri de saglik iizerinde olumlu etkileri nedeniyle probiyotik bakteri olarak
kullanilmaktadir (16, 41, 42).

2.2. Mikroorganizmalarin Probiyotik Olarak Kabul Edilmesi I¢in Gerekli
Ozellikler

Her bakteri probiyotik bakteri olarak kabul edilmez. Bir bakterinin probiyotik
olarak kabul edilmesi icin ilk olarak bakterilerin givenilir ve fonksiyonel ve bunlarla
birlikte teknolojik olarak kullanilabilir olmas1 gerekmektedir (Tablo 2.1). Viicuda
alindiginda saglig1 olumsuz yonde etkilemeyen ve toksin Uretmeyen 6zellikte olmasi
yani Genel Olarak Guvenilir (Generally Recognized As Safe, GRAS) olarak kabul
edilmesi gerekmektedir (43).

Probiyotiklerin karakteristik 6zellikleri, mikroorganizmalarin tirleri ya da
familyalarina gore degil, belirli bir tiirlin daha spesifik alt tiirlerine gore degisiklik
gostermektedir (44). Bakterilerin alt tlirlerinin giivenirligi; bakterilerin kaynagina,
patojenik bakterilerle iliskisine ve antibiyotiklere kars1 direng gosterebilme 6zelligine
baglidir. Fonksiyonel 6zellikleri ise; gastrointestinal yolakta canli kalabilme yetenegi
ve immunomodiilator etkileri dikkate alinarak degerlendirilmektedir.

Teknolojik olarak uretilen ve probiyotik iceren Grtinlerin depolama ve tasima
stiregleri boyunca canliligint korumasi ve 6zelliklerini yitirmemesi gerekmektedir
(45). Probiyotiklerin farkli tasiyict ya da matriks icinde olmasi, tirlerin canliligini
azaltabileceginden, {iriinlerin 6zelliklerinin degismesine neden olur. Probiyotiklerin
piyasaya sunulan irlinlerdeki karakteristik oOzellikleriyle uyumlu olarak sagligi

koruyucu etkilerinin oldugu da gosterilmelidir (46).



Tablo 2.1. Probiyotik olarak kabul edilmesi i¢in gereken kriterler (37, 47).

Kriterler Gerekli 0zellikler

Glvenirlik e Insan ya da hayvan kaynakl1 olmasi
e Saglikli bireylerin gastrointestinal sistemlerinden izole
edilmesi

e Uzun suredir, kullanimimnin herhangi bir risk yaratmamasi

e Kesin tanimlama (fenotip ve genotip 6zelliklerinin)

e Enfeksiyon hastaliklariyla herhangi bir iliskisinin olduguna
dair verilerin olmamas1

e Yan etkilerinin olmamasi

Fonksiyonellik | e Bagirsak mikrobiyotasina karsi gostermis oldugu rekabet
gucu

e Hedef bolgelerde biiylime ve gelisme, metabolik aktiviteyi
stirdiirebilme ve hayatta kalabilme yetenegi

e Safra tuzu ve enzimlere kars1 direng

e Diisiik mide pH’sina kars1 gosterdigi direng

e Bagirsakta yasayan mikrobiyal tiirlere karsi gdstermis oldugu
rekabet giicl

e Patojen bakterilere karsi antagonist aktivite (6rnegin, H.
Pylori, Salmonella sp., Listeria monocytogenez, Clostridyum
difficile)

e Endojenik intestinal mikrobiyota tarafindan tretilen asit ve
bakteriyosinlere direnc

e Tutunabilme, konakta belirli bolgelerde kolonize olabilme
yetenegi ve gastrointestinal sistemde yeteri diizeylerde canli
kalabilme yetenegi

Teknolojik e Fazla miktarlarda ve yuksek verimle kultlrlerin kolay
kullanilabilirlik | Gretilmesi

e Probiyotik igeren  drlinlerin  fiksasyon (dondurma,
dondurarak-kurutma gibi), hazirlama ve dagitim siiregleri
boyunca istenen Ozelliklerin korunmasi ve canliligin
strddrtlmesi

e Son uUriinde (aerobik ve mikro-aerofilik durumlarda) yuksek
depolama sagkalim orani

e Son iriiniin tadinda istenmeyen degisikliklerin olmamasi
(besin endiistrisi agisindan)

e Genetik stabilite

o Bakteriyofajlara direng

2.3. Probiyotik Olarak Kabul Edilen Mikroorganizmalar

Probiyotik olarak kabul edilmesi icin gerekli 6zelliklere sahip olan birgok
mikroorganizma tanimlanmistir (Tablo 2.2). Ozellikle ticari olarak iiretilen iiriinlerde
de yaygin kullanilan Laktobasilllus ve Bifidobakteri tiirleri, arastirmacilarin da

tizerinde yogun olarak ¢alistigi ve en ¢ok bilinen probiyotik tiirleridir (16). Bu



bakterilerden probiyotik oldugu onaylanan ve yetiskin bireyler, kadin sagligi ve
cocuklar igin iretilen probiyotik iriinlerin saglik Uzerine etkileri ve dozla olan
iliskileri; Kanada’da 2021 yilinda giincellenen rehberde belirtilmistir ve bu rehberler

giincel veriler dogrultusunda her y1l yenilenmektedir (48).

Tablo 2.2. Yaygin olarak kullanilan ve insanlarin tiikketimine sunulan probiyotik
mikroorganizmalar (49).

Laktobasillus Bifidobakteri Diger laktik asit  Diger

tarleri tarleri bakterileri mikroorganizmalar
L. acidophilus B. adolescentis  Enterococcus Bacillus clausii (a),*
(a),* (@) faecium (a) Escherichia coli

L. amylovorus B. animalis (a),* Laktokokus laktis ~ Nissle 1917 (a)

(b),* B. bifidum (a) (b), * Saccharomyces

L. casei (a),(b),*  B. breve (b) Streptekokus cerevisiae (boulardi)
L. gasseri (a),* B. infantis (a) ~ termofilus (a), * (a)*

L. helveticus (a),* B.longum (a),*
L. johnsonii (b),*

L. pentosus (b),*

L. plantarum (b),*

L. reuteri (a),*

L. rhamnosus

(@),(0),*

(a) Daha ¢ok farmasotik tiriin olarak (b) daha ¢ok gida katki maddesi olarak, *QPS (Nitelikli Giivenirlik
Varsayimi) mikroorganizmalar

Laktobasiller en ¢ok bulunan probiyotik mikroorganizmalardan biridir. Gram
pozitif, spor olusturmayan, katalaz ve oksidaz negatif, sitokrom bulundurmayan,
normalde aerobik olmayan fakat bazi durumlarda oksijeni tolere edebilen ve giiclii
fermentatif Ozelliklere sahiptir. Seker fermentasyonunun son {irlinii laktik asittir.
Sindirimi kolaylastirdigi, immiin stimiilasyonunu sagladig1 ve patojen inhibisyonuna
neden oldugu icin bagirsak sagligini olumlu yonde etkiler. Laktobasil tiirleri
gastrointestinal yolakta baskin bir tiir degildir fakat kolaylikla burada tireyebilir ve
cesitli besin uygulamalarinda uzun siire giivenli olarak kullanilabilir. Insan
bagirsaginda en yaygin bulunan tiirler; Lactobacillus acidophilus kompleksi,
Lactobacillus salivarius ve Lactobacillus casei kompleksidir. Lactobacillus
acidophilus kompleksi, 6 benzer fenotipe sahip bakteriden olusmaktadir. Fakat L.
asidefilus; asit ve safraya direncli, antimikrobiyal aktivitesi ve gastrointestinal yolak
boyunca canliligin1 koruyabilmesinden dolay1r en yaygin kullanilan tiiriidir. L.

salivarius ise; safra ve aside direngli, gastrik epitel hiicrelere giiglii baglanma



yetenegine sahip ve intestinal yolaktan kolaylikla gecebildiginden en yararl tiir olarak
kabul edilmektedir. L. casei kompleksi ise Lactobacillus casei/paracasei,

Lactobacillus rhamnosus GG ve Lactobacillus casei shirota alt turlerini igerir.

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), insan vicudunda kommensal
mikrobiyotada bulunan ve bagirsakta bakteriyel dengeyi saglayarak ve lokal ve
sistemik bagisiklig1 diizenleyerek sagligi olumlu yonde etkileyen bir bakteridir.
Olumsuz sindirim sistemi kosullarinda canliligini stirdiirebilme ve insan ve hayvan
bagirsaginda kolonize olma yetenegine sahiptirler (50). Yapilan ¢aligmalar, LGG nin
hiicre duvart bilesenleri araciligryla IL-6, IL-10 ve TNF-a salinimimi uyardigini ve
boylece bagisiklik sistemini aktive ettigini belirtmistir (51, 52). Ayrica LGG
tarafindan eksprese edilen p40 proteini araciligiyla da bagirsak bagisikligl tizerinde

olumlu etkilerinin olabilecegi bildirilmistir (53).

E. coli Nissle 1917 (EcN), patojenik olmayan fekal bir bakteridir ve probiyotik
olarak kabul edilir. EcN gram negatif bir bakteridir (54). Ozellikle bu bakterinin
immiin modiilator etkilerinin oldugu, bununla birlikte intestinal bariyer fonksiyonunu
gelistirdigi gosterilmistir. Patojenik bakterilerin lirettigi toksinleri azaltan ve patojenik
bakterilerin gelisimini baskilayan bakteriyosidal bilesikleri iiretebilme 0Ozelligine
sahiptir. EcN’nin etkinligi ve giivenirligi ilizerine yapilan ¢aligmalara bakildiginda,
ozellikle tlseratif kolit, kronik konstipasyon, Crohn’s hastalig1 ve irrtiabl bagirsak
sendromu gibi gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde ve onlenmesinde etkilerinin

oldugu gosterilmistir (55-57).
2.4. Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Her bir probiyotik bakterinin, tiiriine ve birlikte/tek basina alim durumuna gore
etki diizeyleri farklilik gostermektedir ve bununla ilgili ¢alismalar son yillarda hiz
kazanmustir (17).

Molekiiler ve genetik ¢aligmalar probiyotiklerin yararli etkilerini dort temel
mekanizma ile agiklamaktadir;

- Anti mikrobiyal maddelerin tretimi (58)

- Bagirsak epitelindeki resptorlere baglanmak icin ve besin i¢in patojen

bakterilerle yarisma (59)
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- Konak i¢in immiinomodiilasyonu saglama (60)

- Bakteriyel toksin iretiminin inhibisyonunu saglama (61)

[Ik iki maddede yer alan mekanizmalar probiyotiklerin, dogrudan diger
mikroorganizmalar tizerindeki etkileriyle iliskilidir. Probiyotikler diger bakterilerle
iliskileri araciligiyla, viicudun normal fonksiyon gdsterebilmesi icin gerekli olan ve
bagirsakta yasayan yararli bakteriler ile bagirsakta bulunan patojen bakteriler
arasindaki dengeyi saglarlar. Bunun sonucunda da saglikli bir mikrobiyota olusumunu
desteklerler (62, 63). Saglikli bir mikrobiyota oOzellikle enfeksiyonla iligkili
hastaliklarin tedavi ve 6énlenmesinde 6nemli bir etkendir. Probiyotiklerin kiimelesme
Ozelligi, epitelde patojenik bakterilerin kolonizasyonunu engelleyerek koruyucu
bariyer olusturmasma saglar (62). Probiyotik bakteriler ayrica epitel hicre
reseptorlerine baglanip patojen bakterilerin baglanmasin1 engellerler. Bagirsak
tizerindeki bu etkileri sayesinde konak sagligi korunur.

Yapilan in vitro ¢alismalarda, probiyotikler tarafindan tiretilen diisiik molekiil
agirlikli bilesiklerin (hidroperoksit ve kisa zincirli yag asitleri gibi), patojenlerin
cogalmasmi inhibe ettigi gosterilmistir (63, 64). Ornegin Lactobasil tiirleri;
bakteriyosin, diisiik molekiil agirlikli bilesikler (antibakteriyel peptidler), yiiksek
molekiil agirlikli bilesikler ve bazi antibiyotikleri {iretebilir. Probiyotik bakteriler,
konak tarafindan iiretilen safra tuzundan daha giiglii antibakteriyel etkisi olan ve safra
asidinin bir turd olan dekonjlige safra asidini Uretebilir (63, 64). Fakat laktobasil
tirlerinin  Urettigi bu antibakteriyel bilesige karst kendilerinin nasil direng
gosterdiginin anlasilmasi i¢in daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.

Kontamine besin ya da c¢evre bulast sonrast patojenik bagirsak
mikrobiyotasinin  aktivitesine karst koruyucu etkileri vardir. Probiyotikler;
Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Salmonella Enteritidis, Escherichia
coli, Shigella, Staphylococcus ve Yersinia tiirleri gibi patojenik bakterilerin gelisimini
etkili bir sekilde inhibe ederek besin zehirlenmeleri prevelansinda azalmaya neden
olabilir (17).

Probiyotikler, mikrobiyota {izerindeki etkileri aracilifiyla immiin sistemi
etkilemektedir. Bagirsak mikrobiyotasi, immiinomodiilator etkisini;

1. Cevresel antijenlere (besinle ve solunum yoluyla alinan) karsi immiinolojik

toleransin baslatilmasi ve stirduriilmesi
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2. Bakteriyel ve viral kaynakli patojenlere kars1 immiinolojik reaksiyonlarin

baslatilmasi ve kontrolii

3. Oto-agresif ve alerjik reaksiyonlarin inhibisyonu
ile saglamaktadir (60).

Probiyotiklerin epitel hiicrelere baglanma 6zelligi ile sinyal yolagi uyarilir ve
immunolojik moddlasyon indiklenir. Bu etkilerini, bazi ¢oziiniir bilesenlerin
salinmasi ve epitel hlicreler Gizerinden immiiniteden sorumlu bazi hiicrelerin direkt ya
da indirekt olarak aktivasyonunu araciligiyla da gergeklestirir. Bunun sonucunda
immiin sistemle iliskilendirilen baz1 hastaliklarda ve kanser hicrelerinin
eliminasyonunda etkili olabilecegi bildirilmistir (63, 65).

Probiyotikler  tarafindan  indiiklenen  bagisiklik  sistemi;  ayrica
immiinoglobiilinlerin {iretiminin artmasi, makrofajlarin ve lenfositlerin aktivitesinin
arttirilmasi ve interferon-y tretiminin indtiklenmesi ile uyarilmaktadir. Probiyotikler;
konakta bulunan 6zellesmis hiicreler tarafindan taninan (6rnegin reseptorlerini iceren)
metabolitler, hiicre duvar1 bilesenleri ve DNA araciligiyla konjenital ve edinilmis
bagisiklik sistemini etkileyebilir (63). Konakta bulunan bu 6zellesmis hiicreler immiin
cevap icin o6nemli olan intestinal epitel hlcreler ve intestinal immin hicrelerdir.
Laktik asit bakterilerinin hiicre duvari bilesenleri, makrofaj aktivitesini uyarir.
Makrofajlar, serbest oksijen radikallerinin ve lizozomal enzimlerin iiretimini arttirarak
zararli mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasini1 saglar. Probiyotik bakteriler,
gastrointestinal yolaktaki immiinokompetan hiicreler tarafindan sitokin tretimini
stimile ederler (66). Diger taraftan, mayalarin immiinolojik aktiviteleri hiicre
duvarlarinda  bulunan  glukanlarla iligkilendirilmektedir. Bu  bilesikler,
retikuloendotelyal sistem cevabini stimiile etmektedir (67).

Probiyotiklerin bakteriyel toksin {retimini inhibe etmesinin yani sira,
detoksifikasyonda da adsorpsiyon ile etkili olabilecegi belirtilmistir. Bazi tiirler, hiicre
duvarlarina toksinleri baglayarak ya da bagirsakta toksinlerin emilimlerini azaltarak
toksinleri detoksifiye edebilirler. Aflatoksin gibi mikotoksinlerin metabolizmalar
araciligiyla da detoksifikasyona neden olabilirler (68, 69). Fakat her probiyotik bakteri
detoksifiye edici etki gostermez. Probiyotiklerin diyareye karsi olumlu etkisi,
toksinlere kars1 konak sagligini koruma yetenegine baglanmaktadir. Toksin iiretimine

neden olan metabolik reaksiyonlarin azalmasi; enzimlerin, vitamin ve antimikrobiyal
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bilesiklerin  {iretimine neden olan yolaklarin stimiile edilmesiyle de
iliskilendirilmektedir (63).

Bu temel mekanizmalarin haricinde, probiyotiklerin ayrica sindirim sistemi
tizerinde de etkileri vardir. Baz1 vitamin ve minerallerin emiliminin arttirilmasi ve
organik asit ve aminoasit Uretiminin uyarilmasinda da gorev almaktadirlar (46).
Esteraz, lipaz ve koenzim A, Q, NAD ve NADP gibi bazi kritik molekillerin
iiretiminde de rol oynayabilirler. Probiyotiklerin metabolizmasi sonucu olusan bazi
urlinler;  antibiyotik  (asidofilin, basitrasin, laktasin), antikanserojenik ve
immunosupresif 6zellik gosterebilirler (70-72).

Probiyotiklerin etkileri; tiirtine ve alt tiirlerine bagl olarak degisir. Ciinkii
probiyotik bakterilerin tlirlerine gore; hiicresel yapi, hiicre yiizeyi, boyutu, metabolik
ozellikleri ve mikroorganizmalarin sekresyonlari farklilik gostermektedir. Tablo 2.3’te

probiyotiklerin etkileri ve mekanizmalar1 6zetlenmektedir (17).

Tablo 2.3. Probiyotik ve prebiyotiklerin etkileri ve etki mekanizmalari.

Probiyotikler

Bagirsak mikrobiyota iizerindeki = Kolonizasyon direnci
etkileri - Patojen baskilama
= Sindirim surecini destekleme
» Performansi arttirma
Metabolik etkileri » Bagirsaktaki toksin diizeyini azaltma
- Bagirsak Mikroflorasi iizerine olumlu etki
- Diyare (izerine olumlu etki
» Laktoz emilimini arttirma
= Safra tuzunun sekresyonu ve dekonjligasyonu
- Serum kolesterol diizeyinde azalma
= Besin 0gesi sentezi
Immiinomodiilator etkileri * Immiin cevabi gelistirme
» Solunum yolu hastaliklarina kars1 koruma

Prebiyotikler

Intestinal mikrobiyotay etkileme =Yararli bagirsak bakterilerinin gelisimini olumlu
etkileyerek konak sagligin1 koruma

Karsinojen inhibisyonu »Kolorektal ve diger tiimdr geligim riskini azaltma
Immiinomodiilasyon = immiin sistemi destekleme
Patojen inhibisyonu » Enfeksiyonlara kars1 koruma

Bagirsak mikrobiyota iizerindeki =Obezite ve metabolik sendrom riskinde azalma
etkileri
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2.5. Probiyotiklerin Insan Saghg Uzerindeki Etkileri

Salgin hastaliklarin artmasi ve yasam siiresinin uzamasi, gastrointestinal
mikrobiyota dengesi ve probiyotik bakterilerin yararli etkileriyle ilgili arastirmalara
olan ihtiyacin artmasina neden olmustur. Degisen yasam kosullar1 sonucunda bozulan
intestinal mikroorganizma dengesinin yeniden saglanmasi ve bu dengenin
saglanmasinda probiyotik bakterilerin istenen etkiyi biiylik oranda gdsterebildigi
belirtilmektedir (17). Bagirsak mikrobiyotas1 tizerinden probiyotikler; konakta
gerceklesen metabolik siireclerde (kolesterol emilimi, kan basinct ve glikoz
metabolizmasinin regiilasyonu gibi), hastaliklarin gelisiminde ve 6nlenmesinde rol
oynamaktadir (73-75).

Probiyotik bakterilerin, makrofaj fonksiyonunu ve immdinoglobulin sekresyon
hiicrelerinin sayisini etkileyerek sistemik immiin cevabi uyardigi bilinmektedir (76).
Fakat immiin fonksiyonun degerlendirilmesi olduk¢a karmagiktir. Diyet
miidahalelerinin potansiyel etkisini tam olarak degerlendirmek igin coklu gostergelere
gereksinim vardir. Probiyotik bakteriler, tiirlerine ve alt tiirlerine gore inflamasyon
tizerinde farkl etki gosterebilirler. Bazi tiirler proinflamatuvar sitokinler lizerinde etki

gosterirken bazilar1 da anti-inflamatuvar etki gostermektedirler (77).

Cogu calismada farkli probiyotik tiirlerinin inflamatuvar biyogdstergelerini
olumlu etkiledigi belirtilmesine ragmen, tiire ve hastaliga bagl olarak olumsuz
etkilerinin de olabilecegi ya da etkilerinin olmayabilecegi gosterilmistir (78-82).
Literatiirde konuyla 1ilgili olarak; inflamasyonla iligkili hastaliklarda bile
probiyotiklerin etkilerine yonelik tam bir fikir birliginin saglanmadigi goriilmiistiir
(79, 80, 82). Buna karsin son yillarda COVID-19 salgiminin da ortaya ¢ikmasiyla
birlikte, bagisiklig1 desteklemek amaciyla bireylerin besin destekleri ve probiyotik
kullanimima yonelik egilimleri de artmaktadir ve bu bireylerin ¢ogu saglikli

bireylerden olugsmaktadir (83).

Saglikli bireyler {izerinde yapilan calismalara bakildiginda probiyotiklerin
inflamasyon biyogostergelerini olumlu yonde etkiledigi 6zellikle anti-inflamatuvar
sitokin diizeylerinde artisa neden oldugunun belirtilmesine ragmen (84-86),
inflamasyon gdstergelerinde istenen etkiyi yaratmadigi hatta olumsuz ydnde

etkileyebilecegi de bildirilmistir (76, 87-92).
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Son yillarda konuyla ilgili yapilan bir sistematik derlemede (93); toplamda 18
calismanin oldugu ve probiyotiklerin inflamasyon {izerindeki etkisinin sinirli oldugu
bildirilmistir. Bu calismalarin yalnizca sekizinde probiyotiklerin 6nemli etkilerinin
olabilecegi belirtilmis fakat ¢alismalarin heterojen olmasi ve farkli metodolojilerinden
dolay1 genel oneri verilirken dikkatli olunmasi gerektigi vurgulanmistir. Konuyla ilgili
uzmanlardan alinan fikirler dogrultusunda yayinlanan bir makalede (94); hastaliga
bagli semptomatik bir durum olmadiginda; probiyotik kullaniminin biyolojik
etkilerinin ne olacagina dair tahminde bulunmanin olduk¢a zor oldugu belirtilmistir.
Bu sebeple yapilan ¢alismada saglikli hayvan modelinde probiyotiklerin inflamasyon

parametrelerine etkisi gosterilerek literatiire katki saglanmasi amaglanmustir.

Probiyotik bakterilerin 6nceki boélimde belirtilen etki mekanizmalari
araciligiyla bir¢ok hastaligin tedavisinde ve dnlenmesinde etkili oldugu calismalarda

gosterilmistir. Konuyla ilgili yapilan ¢alismalar Tablo 2.4’te 6zetlenmistir.



Tablo 2.4. Probiyotiklerin insan saglig1 tizerindeki etkilerini arastiran bazi klinik ¢alismalar.
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Referans Katiimcilar Mikroorganizma Uygulama suresi Temel sonuglar
Obezite
(95) 50 obez addlesan L. salivarius Ls-33 12 hafta Bacteroides, Prevotellae ve Porphyromonas dizeylerinde
art1s
(96) 50 obez addlesan L. salivarius Ls-33 12 hafta Etki gorilmedi
(97) Yiiksek BKi’ye sahip 87 birey L. gasseri SBT2055 12 hafta BKI1, bel gevresi, abdominal yag dokusunda ve kalca
cevresinde azalma
(98) Visseral yag dokusu fazla olan L. gasseri SBT2055 12 hafta BKI ve arteriyal kan basincinda azalma
210 birey
(99) Obez 40 birey L. plantarum 3 hafta BKI ve arteriyal kan basincinda azalma
(100) Yiiksek BKI’ye sahip 75 birey L. acidophilus La5, B. lactis 8 hafta PBMC’nin gen ekspresyonunda, BKI, yag yiizdesi ve leptin
Bb12, L. casei DNOO1 , .
diizeylerinde azalma
(101) Hafif kilolu ve obez 70 birey E. faecium and 2, S. thermophilus 8 hafta Viicut agirliginda, sistolik kan basincinda azalma ve fibrinojen
strains ; .
duzeylerinde artma
(102) 60 hafif kilolu birey Bifidobacterium, Lactobacillus, S. 6 hafta Lipit profili, insiilin duyarliliginda iyilesme ve CRP
thermophilus . .
diizeylerinde azalma
(103) 58 post menopozal obez kadin L. paracasei N19 6 hafta Etki gortlmedi
(104) 156 hafif kilolu yetiskin birey L. acidophilus La5, 6 hafta Aclik glikoz konsantrasyonunda azalma ve HOMA-IR

B. animalis subsp. lactis Bb12

diizeylerinde artis
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Tablo 2.4. (Devam) Probiyotiklerin insan sagligi tizerindeki etkilerini arastiran bazi klinik ¢aligmalar.

Insiilin direnci (iD) sendromu

(105) ID olan 28 hasta L. casei Shirota 12 hafta Etki gorilmedi.
(106) ID olan 30 hasta L. casei Shirota 12 hafta VCAM-1 dlzeylerinde belirgin azalma
(107) ID olan 24 post menopozal L. plantarum 12 hafta Glikoz ve homosistein diizeylerinde belirgin azalma
kadin birey
Tip 2 diyabet (T2D)
(108) T2D olan 40 hasta L. planatarum A7 8 hafta Metilasyon sireclerinde, SOD ve 8-OHDG’de azalma,
(109) T2D olan 45 hasta L. acidophilus La-5, 6 hafta HbAlc, TC ve LDL kolesterol diizeyleri arasinda gruplar
B. animalis subsp. lactis BB-12 arasinda anlaml farklihik
(110) T2D olan 44 hasta L. acidophilus La-5, B. animalis 8 hafta HDL kolesterol diizeylerinde artis ve LDL/HDL oranlarinda
subsp. lactis BB-12
azalma
(111) T2D olan 64 hasta L. acidophilus La5, B. lactis Bb12 6 hafta Aclik kan glikoz ve antioksidan diizeylerinde azalma
(112) T2D olan 60 hasta L. acidophilus La5, B. lactis Bb12 6 hafta TC ve LDL kolesterol diizeylerinde azalma
(113) T2D olan 45 erkek hasta L. acidophilus 4 hafta Etki gorulmedi

NCFM




Tablo 2.4. (Devam) Probiyotiklerin insan sagligi tizerindeki etkilerini arastiran bazi klinik ¢aligmalar.
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Non-alkolik yagh karaciger hastaligi (NAFLD)

(114) NAFLD olan obez 20 ¢ocuk L. rhamnosus GG 8 hafta ALT ve PG-PS IgA antijenlerinde azalma
(115) NAFLD olan 28 birey L. bulgaris, S. thermophilus 12 hafta ALT ve gama-GTP diizeylerinde azalma
(116) NAFLD olan 72 hasta L.acidophilus La5, B. breve 8 hafta Serum ALT, ASP, TC ve LDL kolesterol dizeylerinde azalma
subsp. lactis Bb12
(117) NAFLD olan 44 obez ¢ocuk Bifidobacterium, ALctobasillu, 16 hafta Yagl karaciger siddetinde gelisme, BKi’nde azama ve
S. termofilus GLP1/aGLP1’de artis
Irritable bagirsak sendromu (IBS), gastronintestinal hastahiklar, Helicobakter eliminasyonu, inflamatuvar bagirsak hastahg (IBD), diyare
(118) H. pylori’si olan 59 yetiskin L. acidophilus La5, B. lactis 6 hafta Helicobacter pylori’ye karst inhibitor etki
birey Bb12
(119) H. pylori’si olan 16 birey L. casei Shirota 6 hafta Helicobacter pylori gelisimine karsi inhibitor etki (probiyotik
verilen grupta yaklasik %64, kontrol grubunda ise yaklagik %33
oraninda)
(120) Orta kulak iltihab1 ya da S. cerevisiae (boulardii) Bilgi yok Diyare goriilme siklig1, probiyotik verilen grupta (%7.5) plasebo
solunum yolu enfeksiyonu olan gruba (%23) kiyasla daha az bulundu. Herhnagi bir yan etki
269 cocuk gozlenmedi.
(121) Ulseratif kolit olan 77 hasta Probiotic VSL#3 12 hafta Probiyotik verilen grubun %42.9’unda, plasebo grupta ise
%15.7 oraninda remisyon
(122) Intestinal koliti olan anne siitii L. reuteri ATCC 55730 6 ay Bir haftalik kullanimdan sonra intestinal kolitle iligkili

almis 90 yeni dogan semptomlarda ve agrida azalma




Tablo 2.4. (Devam) Probiyotiklerin insan sagligi tizerindeki etkilerini arastiran bazi klinik ¢aligmalar.
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Atopik dermatit (AD)

(123) 512 gebe kadin ve katilimcilarin L. rhamnosus Kadinlar- 35 haftalik gebelik Bebeklerde egzamanin kiimiilatif
474 yenidogan bebegi HN0O1 doneminden alt1 aylik emzirme  prevelansinda belirgin bir azalma
dénemine kadar; bebekler-
dogumdan 2 yasina kadar
(124) Orta siddette atopik dermatiti olan L. fermentum VRI 033 PCC " 8 hafta SCORAD’da azalma
53 gocuk
(125) 156 tane yiiksek risk altinda olan B. bifidum, B. lactis, L. lactis Anneler- gebeligin son 6 haftas) Probiyotigin, bebege dogumdan
(ailesinde alerjik hastaligi olan) bebekler- 12 ay sonraki 3 ay i¢inde verildiginde, en az
cocuklar ve anneleri 2 yil boyunca egzama igin yliksek
riskte anlamli azalma
(126) Atopik dermatiti olan 50 cocuk B. animalis subsp lactis 8 hafta IFN-gama ve IL-10 diizeylerinin
iyilesmesi sonucu AD siddetinde
anlamli azalma
Laktoz intoleransinda azalma
(127) Laktoz sindirim bozuklugu olan S. lactis, L. plantarum, S. 1 gin Laktoz sindiriminde ve toleransinda
15 saglikl yetiskin birey Crenqs?;ilf)’rtﬁ;izesi,’ SL (iiri(;leiidis‘ iyilesme
(128) 44 hasta B. animalis subsp. animalis IM386 6 hafta Diyare ve mide gazinda anlamli azalma

(DSM 26137), L. plantarum
MP2026 (DSM 26329)




Tablo 2.4. (Devam) Probiyotiklerin insan sagligi tizerindeki etkilerini arastiran bazi klinik ¢aligmalar.

Farkh kanser tiirleri ve kanserle iliskili yan etkiler

(129)

(130)

(131)

100 kolerektal karsinomu olan L. plantarum 16 gun
hasta CGMMCC No 1258, L. acidophilus LA-

11, B. longum BL-88
Servikal kanseri olan hastalarin L. acidophilus, B. bifidum 7 hafta
radyoterapi sliresinde diyaresi
olan 63 hasta

Kolerektal kanseri 150 hasta L. rhamnosus 573 24 hafta

Gut mukozal bariyer saglamliginda
artis ve enfeksiyon

komplikasyonlarinda azalma

Diyare insidansinda azalma ve gaita

kivaminda iyilesme

Diyare siddetinde, abdominal
rahatsizlikta ve hastane bakimina
ihtiya¢ duymada azalma, bagirsak
toksisitesine bagli olarak kemoterapi

dozunda azalma

19
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2.6. Probiyotiklerin Canhihigim Etkileyen Faktorler

Probiyotik bakterilerin yapilan caligmalarda belirtilen farkli bir¢ok olumlu
etkiyi gosterebilmesi ve hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde rol oynayabilmesi
icin canliligim bagirsaga ulasana kadar belli bir diizeyde korumasi gerekmektedir
(132). Bu yiizden uygun probiyotik bakteri segiminde canliligini koruyabilme yetenegi
ve metabolik aktivite Ozellikleri en 6nemli kriterlerdir (133). Probiyotik igeren
tiriinlerin iiretiminden tiiketiciye ulasana kadar gecen her asamada probiyotiklerin
canliligini etkileyecek bircok faktdr vardir. Besine bagli etmenler (pH, molekiiler
oksijen, su aktivitesi, tuz varligi, seker ve hidrojen peroksit, bakteriyosin, yapay
tatlandiricilar ve renklendirici maddeler gibi kimyasallar), isleme siire¢lerindeki
parametreler (1s1l islemler, inkiibasyon sicakligi, iirlinlerin sogutma dereceleri,
ambalaj materyalleri ve depolama yontemleri ve iriin ¢esitleri) ve mikrobiyolojik
parametreler (probiyotiklerin tiirii, inokiilasyon hizi ve orani) etkileyen temel etkenler

arasindadir (Sekil 2.1) (16, 25, 134, 135).

Fermentasyon
Orta diizey fermentasyon
pH ve asidite
Sicakhk
Coziinmiis oksijen

Probiyotiklerin [ Gida icerigi ]

canhlig

Mikroenkapsiilasyon

s "y

Koruyucu ajanlar

isleme siiregleri (kurutma, dondurma)

Ambalaj ve depolama kosullan

Sekil 2.1. Probiyotiklerin canliligini etkileyen etmenler.

2.6.1. Besin Isleme

Besin isleme, besin glivenligini saglamak i¢in zararli mikroorganizmalarin yok

edilmesi ve patojenik kontaminasyonlarin 6niine gegilmesi i¢in uygulanan islemlerdir.



21

Fakat probiyotik bakterilerin ¢evre kosullarina olduk¢a duyarli oldugu
diisiiniildiigiinde, canliliklari bu islemlerden oldukea fazla etkilenmektedir. Ornegin,
besinlerin raf dmriinii uzatmak ic¢in kullanilan en yaygin yontemler; 1s1l islem ve
kurutma yontemleridir. Fakat bu iki yontem de probiyotiklerin canliligini biiyiik
oranda olumsuz etkilemektedir. Diger bir problem, probiyotikler bir besine
eklendiginde ¢ogalmalarinin sinirlandirilmasidir. Probiyotik bakterilerin yerine bazi
bakterilerin gelismesi, tirlinlerin bozulmasina neden olabilir (135).

Ozellikle fermente siit iiriinlerinde probiyotik bakterilerin gelisimini etkileyen;
asidite, pH, hidrojen peroksit, depolama sicakligi, diger tiir ve suslarin varlig, laktik
ve asetik asit konsantrasyonu ve whey proteininin konsantrasyonu, diger olumsuz

etkenler arasinda gosterilmektedir (136-139).

2.6.2. Mide Asidi

Mide pH’st 2’nin altinda oldugu icin probiyotiklerin asiditeye karsi
gosterdikleri tolerans, canlilik diizeylerini 6nemli oranda etkiler. L. asidefilus, pH
2.0’ye karsi direnglidir ve nétre yakin pH’ya sahip sitoplazmada canliliklarimni
surdurebilirler (140). insan gastrointestinal sistemden izole edilen Laktobasillus GG
tirlerinin farkli pH degerlerine sahip gastrik sividaki canliliklarinin incelendigi bir
calismada, pH 1’de canliligin1 hizlica kaybettigi fakat pH 3 ile 7 arasinda 4 saatlik
miidehale sonunda canliliklarinda ciddi bir azalma olmadigi gozlenmistir (141).
Bakterilerin asiditeye karsi toleransi; gevresel strese karsi korunmasindan sorumlu
genlerin up-regiilasyonunun saglanmasi veya asidik g¢evreye karsi adaptasyonun
saglanmasi gibi farkli yontemler kullanilarak gelistirilebilir. Bifidobakterilerin asit ve
safraya kars1 tolerasyonu farkli tiirlere gore degisiklik gostermektedir. B. longum, B.
pseudolongum ve B. animalis tirleri ylksek asiditeye kars1 direnglidir (137, 140). EcN
probiyotik bakterilerinin aside kars1 dayanikliligmin degerlendirildigi bir ¢calismada
da; EcN’nin pH 1,5a duyarl oldugu faat pH 2’de canliligin1 korudugu gosterilmistir
(142).

2.6.3. Safra Tuzu

Probiyotik bakterilerin dnemli 6zelliklerinden biri; ince bagirsaga kadar canli

olarak ulasip, burada safra tuzuna karsi direng gosterebilme yetenckleridir (143).
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Haller ve arkadaslar1 (144) bagirsaktan elde edilen lactobasil turlerinin, fermente
besinlerden elde edilen lactobasil tirlerine gore safraya direncinin daha yiksek
oldugunu bildirmistir. Fermente besinlerle oral olarak alinan L. asidefilus’un intestinal
gecisi boyunca sadece %1.5’inin canliligini korudugu belirtilmistir. Baz1 lactobasil
tiirlerinin safra stresine kars1 direngli oldugunu bu yiizden probiyotik bakteri olarak iyi
bir se¢im olabilecegi bildirilmistir. Bu tiirlerin safra tuzu hidrolaz enzimini kullanarak
safra asidini dekonjiige edebilme yetenegi vardir (140, 145). Farkli laktobasil
tiirlerinin safra tuzuna kars1 direnglerinin degerlendirildigi bir ¢alismada; LGG’nin
%0.5, %1 ve %2 oranlarinda safra tuzu cozeltilerindeki canliliklarini {iger saat
araliklarla degerlendirmislerdir. Ug saatin sonunda %0.5 ve %1’lik ¢ozeltideki
bakterilerin canlilik diizeyleri 8 log (kob/mL)’un altinda, %2’lik ¢6zeltideki canlilik
dizeyleri ise 7 log (kob/mL)’un altinda bulunmustur. Calismanin sonunda LGG
bakterilerinin %2’lik safra tuzuna daha duyarli oldugu belirtilmistir. Bunun yani sira
calismada, 6 ve 12. saatlerde bakterilerin ortama adaptasyon sagladigi i¢in canliliginin
daha yiiksek oldugu gosterilmstir (146). Bifidobakterilerin farkli alt tiirlerine gore
safra tuzuna kars1 duyarlilig: faklidir. B. longum’un %4.0°liik safra konsantrasyonunda
bile canliligin1 devam ettirebildigi gosterilmistir (137). ECN probiyotik bakterilerinin;
%0.1, %0.3 ve %0.5 safra tuzu igceren PBS c¢ozeltisi icerisinde canliliginin

etkilenmedigi belirtilmistir (142).
2.6.4. Oksijen Intoleransi

Oksijen igerigi ve redoks potansiyeli, probiyotik bakterilerin canliligini nemli
olcglde etkilemektedir. Anaerobik bakteriler; hem intestinal mikrobiyal ekosisteminde
hem de egzojenik oksidatif stres durumlarinda oksijeninin varligindan dogrudan
etkilenir (140). Yapilan bir calismada, yogurtta bulunan L. asidefilus canliliginin,
ambalajin oksijen gecirgenligiyle yakindan iliskili oldugu gdsterilmistir (138). Anti-
oksidatif tur olan L. fermentum’un, oksidatif olmayan tiirlere gore oksijen varhiginda
canliigim1 daha fazla korudugu belirtilmistir (147). Bifidobakteri tdrleri ise
anaerobiktir (140). Yapilan bir c¢aligmada; B. longum’un oksijen varliginda,
gelisiminin siirlandig1 ve selliiler yag asidi profili degistigi i¢in hiicre morfolojisinin

PR

de degistigi gosterilmistir (148).
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2.6.5. Diger Faktorler

Besinlerin dogal yapilari, gastrointestinal sistemden gegisleri sirasinda
probiyotiklerin canliligini etkilemektedir. Ornegin meyvelerde bulunan seliiloz,
probiyotiklerin bagirsak gecisi sirasinda koruyucu etki gosterir. Peynirlerin de
probiyotik bakterilerin tasinmasinda etkili bir alternatif olacagi belirtilmektedir.
Ciinki ytiksek pH ve yag igerigine, kati bir yapiya ve yiiksek tamponlama yetenegine
sahiptir. Tiim bu 6zellikler bakterilerin korunmasinda etkilidir (149).

Probiyotik igeren iiriinlerin nem igerigi ve su aktivitesi raf dmrii boyunca
bakterilerin canliligini etkiler. Kurutma isleminden sonra besinde kalan su miktari
bakterilerin depolama boyunca canliligini1 daha hizli kaybetmesine neden olur. Bunun
yan1 sira probiyotik iceren iiriinlerin bulundugu ortamin nemi de, su mobilitesini ve
canlilig1 kaybetme hizini arttirir. Ambalajin probiyotiklerin canliligi izerindeki etkisi,
ambalajin oksijen ve diger gazlar1 gecirgenligine baglidir (16).

Besinlerin igleme ve iiretim asamalarinda ya da sindirim boyunca olumsuz
bircok durumla karsilasildig i¢in, probiyotiklerin bu ¢evre kosullarina karsi direng
gelistirmesi gerekmektedir. Bunun i¢in; asit ve safraya karsi direncgli olan tiirlerin
secilmesi, oksijen gecisini engelleyen ambalajlarin kullanilmasi, iki basamakl
fermentasyon, ¢esitli stres durumlarina karsi pre-adaptasyon, aminoasit ve peptid
formunda mikro besin  6gelerinin  eklenmesi ya da mikro ya da
nanoenkapsiilasyonunun yapilmasi gibi alternatif ¢ozlimler sunulmaktadir. Bunlar

arasinda en etkili korumanin, probiyotiklerin enkapsiilasyonu ile saglanacagi

belirtilmektedir (135, 139).
2.7. Enkapsiilasyon islemleri

Enkapsiilasyon; besinlerde bulunan aktif bilesenlerin kimyasal ve cevresel
faktorler (sicaklik, pH, enzimler ve oksijen) gibi olumsuz kosullardan korunmasi ve
kontrollii salintminin gergeklestirilebilmesi i¢in bariyer olusturulmasi siirecidir (150,
151). Gida endiistrisinde biyoaktif bilesenlerin ve probiyotiklerin korunmasi igin
birgok farkli enkapsiilasyon yontemi gelistirilmistir. Uygun yOntem seg¢iminde;
enkapsiilasyonda kullanilacak olan materyalin tiirii ve enkapsiile bilesenin eklendigi

son tirtiniin 6zellikleri kritik 6nem tasimaktadir. Kapsul duvar materyalinin secimi de;
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enkapsiile edilmis bilesenin 6zelliklerini ve enkapsiilasyonun etkinligini etkiledigi i¢in
dikkatli sekilde yapilmalidir (152).

Insan tiiketimine sunulacak olan enkapstilasyon materyallerinin GRAS olarak
kabul edilmesi gerekmektedir (153). Enkapsiilasyon i¢in en sik kullanilan materyaller;
protein ve karbonhidrat polimerleridir. Son Grtnun 6zelliklerinin belirlenmesinde bu
materyaller etkin rol oynar. Kapsiil partikiillerinin boyutu, sekli ve yapisini, iiretim,
depolama ve tiiketimi siliresince stabilitesini ve istenildigi durumlarda kontrolli
salimmminin ~ gergeklesmesini  etkiler (154, 155). Biyoaktif  bilesenlerin
enkapsiilasyonun bircok avantaji vardir; drlinlerin istenen sekilde tiiketiciye
ulagsmasini, biyoyararliligimin arttirilmast ya da canliliginin korunmasini, zamanla
iriinde olusabilecek kimyasal degisimler sonucu istenmeyen veya zararh bilesiklerin
olusumunun 6nlenmesini ve bazi istenmeyen tat ve kokularin maskelenmesini saglar.
Genellikle karsilasilan dezavantajlari ise; kapsullerin polimer matrikslerinin stabilitesi
ve mikro boyuttaki materyalin ¢oklu tretimindeki zorluklardir (156, 157).
Enkapsiilasyon teknolojisinin iki temel yontemi vardir; mikroenkapsiilasyon ve
nanoenkapsiilasyon. Her ikisi de fiiretilecek olan {riiniin fonksiyonelligini farkli

sekillerde etkilemektedir (15).
2.7.1. Mikroenkapsulasyon

Mikroenkapstlasyon, kontolli salinim gerektiren ve bazi olumsuz kosullarda
cok kiiciik bir kapsiiliin igerisinde, kati, sivi ve gaz bilesenlerinin kaplanmasi
teknolojisidir. Mikrokapsiiller, kat1 veya sivi ¢ekirdegi birka¢ mikron ile 1 mm
arasinda degisen bir ¢apta ¢evreleyen, ince, kiresel, sert ve yar1 gegirgen bir zardir.
Kapsiiler kaplama; pH, oksijen ve asidite gibi ¢evresel strese karsi ¢cekirdekte bulunan
aktif bilesenleri korur ve sindirim sisteminden gecisi kolaylastirir. Enkapsiilasyon
islemiyle; bakterilerin canliligimin korumasi, dozun kontrol edilmesi ve hucrelerin
manipiilasyonu saglanir (158).

Mikroenkapsule edilen materyal cekirdek (core), i¢c faz ya da dolgu olarak
adlandirilirken; dis kisimda bulunan kisim duvar ya da membran olarak
adlandirilmaktadir (159) (Sekil 2.2).
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Enkaspsilasyon materyali Aktif bilesen

Sekil 2.2. Mikroenkapsilasyon

Probiyotiklerin mikroenkapsulasyonu i¢in genellikle uygulanan teknikler;
emulsiyon, ekstriizyon, puskirterek kurutma ve puskirterek dondurma teknikleridir
(158, 160, 161). Emdilsiyon yontemiyle daha kuiglk boyutta kapsuller
tiretilebildiginden probiyotik bakterilerin mikroenkapsiilasyonunda genel olarak bu
yontem kullanilmaktadir (162). Probiyotiklerin enkapsiilasyonunda farkli birgok
materyal, birlikte ya da tek basina kullanilmaktadir. kapsiilasyon materyali olarak
caligmalarda genellikle; aljinat ve tiirevleri, karregenan ve karisimlari, ksantan-jelan
karisimlari, kitosan, jelatin, direncli nisasta, whey proteinleri, polimerize whey
proteinleri, kazein tercih edilmektedir (150, 163-165). Kullanilacak olan materyalin
etkinligi; kapsiili kaplama yetenegine ve canliligi gelistirmesine yani sira

ulagilabilirligine, maliyetinin diisiik olmasina ve biyo uyumluluguna baglidir (166).
Ekstrizyon Yoéntemi

Ekstriizyon yontemi, hidrokolloitlerin kaplama materyali olarak kullanildig1 en
yaygin ve en eski yontemdir (167). Kalsiyum, potasyum gibi minerallerin varliginda
jel forma doniisen aljinat, karregenan ve pektin gibi bazi1 polimerler, ekstriizyon
yontemiyle probiyotiklerin  basarili  bir sekilde enkapsiile edilmesinde
kullanilmaktadir. Jel formu olusturan materyallerin kullanilmasindaki temel sebep;
jellesmis olan iyonlar tarafindan, ¢oklu serbest karboksilik radikallerin
baglanabilmesidir. Boylece jel formda baglanmis yapilar elde edilerek basarili bir
mikroenkapstlasyon gergeklestirilir (168). Bu yontem, ucucu ve stabil olmayan aroma
maddelerinin ve yaglarin kapsullenmesi i¢in uygun bir yontemdir. Kapsillemeyle
oksijen gecisi tamamen engellendigi icin Grnlerin raf 6mri etkili bir sekilde uzatilir
(169).
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Ekstriizyon yoOnteminin en biiylik avantaji; duvar-gekirdek Ozellikleridir.
Enkapsiile edilen materyal duvar materyali ile tamamen kaplanmistir ve yiizey
cekirdek materyali dehidre edici bir siviyla (genellikle isopropil alkol) uzaklastirilir.
Yiizey c¢ekirdek materyali, tirlinde istenmeyen duyusal ozelliklerin ortaya c¢iktig
durumlarda 6nemlidir. Karbonhidrat kullanilarak kaplama, oksijene karsi ¢ok iyi bir
bariyer olusturur ve bu durum da {irlinlerin raf 6mriiniin uzamasina neden olur (170).

Ekstriizyon yonteminin dezavantaji ise, kapasitesinin diisiik olmasidir. Yiiksek
kapasite c¢ekirdegin duvar materyaline oraninin yiiksek olmasi anlamina gelir ve
ekonomik olmasinin yani sira duyusal 6zellikleri agisindan da 6nemlidir. Kapasiteyi
arttirmak i¢in yapilan uygulamalar mikrokapsiillerin stabilitesini olumsuz etkiler ve
cekirdek materyalinde kayba neden olur. Diger dezavantajlari ise; karbonhidratlarin
hasara ve yapisal bozulmalara duyarli olmasi, daha biiyiik partikiil dagiliminin olmasi

ve duvar materyal alternatifinin sinirli olmasidir (169, 170).
Emdalsiyon Yontemi

Bu yontem, kalic1 ya da gegici emiilsiyon olusturmak i¢in siirekli fazdan ya da
dagilma fazindan olusan bir yontemdir. Bu fazlarin ardindan ayrisma faz1 gelir, fazlar
birbirinden ayrilir ve dagilma fazi ¢ekirdek materyal olarak probiyotik bakterileri
enkapsile eder (171). Sodyum aljinat, ¢calismalarda en sik kullanilan materyaldir. Bir
1gne yardimiyla piiskiirtme ya da damlatma yerine, dagilma fazi olarak sodyum aljinat,
herhangi bir bitkisel yag icerisinde emiilsiifiye edilir. Sonrasinda kalsiyum kloriir
cozeltisi yavasga eklenerek sertlesmesi saglanir. Sonunda olusan kapsiiller filtrasyonla
toplanir ya da orta siddette santrifiij edilir (172). Bu islemle birlikte, ekstriizyon
yontemine kiyasla daha kiiclik kapsiiller elde edilir. Endiistriyel agidan bakildiginda
da daha biiyiik 6lgekli tiretimlerde kullanimi daha kolaydir. Partikiillerin boyutlart;
calkalama hizina ve homojenizasyon parametrelerine bagl olarak belirlenebilir (135).
Konuyla ilgili yapilan bir calismada; misir 6zii yaginda sodyum aljinatin emiilsyionu,
mikrogozenekli cam membrandan gegirilerek yapilmis ve L. casei YIT 9018
hiicrelerinin enkapsiilasyonunda kullanilmistir. Calismanin sonunda kiigiik partikiil
boyutuna sahip ve stabilitesi yiiksek iirlinler elde edilmistir. Calismada ayrica
enkapsiile edilen iiriinlerin, enkapsiile edilmeyen iriinlere kiyasla; in vitro gastrik

kosullarda, safra tuzuna kars1 ve farkl sicaklikta depolama kosullarinda etkinliklerinin
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daha yiiksek oldugu gosterilmistir (173). Emdilsiyon yonteminde aljinattan farkli
yaygin olarak kullanilan diger materyaller; k- karregenan ve keciboynuzu gum
karisimi, kitosan, jelatin ve seliiloz asetat fitalattir (135).

Literatiirde  aljinattan  farkli  materyaller ~ kullanilarak  basarili
mikroenkapsiilasyonlar yapilmistir (174, 175). Adhikari ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada (175), %2 k- karegenan ve %0.9 NaCl karisimi, bitkisel yag icerisinde
dagitilmis ve emiilsifikasyon i¢in Tween 80 kullanilmistir. Ardindan karigim,
potasyum klorid ile sertlestirilmistir. Serbest halde ve enkapsiile edilmis B. longum
hafif asidik ortam olan yogurda eklenmis ve 30 giin boyunca buzdolab:1 kosullarinda
depolanmistir. Yapilan canlilik analizlerine gore; enkapsiile bakterilerin canlilik
diizeylerinin, serbest haldeki bakterilere kiyasla %70.5 daha fazla oldugu
bulunmustur. Emiilsiyon yonteminin materyaller agisindan bir¢ok alternatif sunmasi
nedeniyle arastirmacilar tarafindan kazein gibi diger hidrokolloidlerin

mikroenkapsiilasyonda kullanilmasina yonelik yaplan ¢aligmalar artmistir (135).
Puskurterek Kurutma

Sprey kurutma kullanilarak mikroenkapsiilasyon 1950 yilindan beri; aromatik
yaglar, vitaminler, mineraller, balik yag1 ve probiyotik bakteri gibi farkli birgok besin
bileseni i¢in kullanilmaktadir (170, 176). Probiyotik bakterilerin puskurterek kurutma
yontemiyle mikroenkapsiile edilmesi; mikroenkapsiillerin fiziksel hasarina, bakteri
hiicrelerinin ortaya ¢ikmasina ve kurutma iglemi boyunca 1stya maruz kaldigi igin
bakterilerin canlihigini bilyiik oranda etkiler (177). Bakteri hiicre 6limlerini azaltmak
i¢cin; dondurarak kurutma siiresinde uygun kriyoprotektan karisimlarin kullanilmasi,
piiskiirterek kurutma iglemi i¢in baslangic ve sondaki sicakliklari optimize edilmesi ve
ani 1s1 degisimlerinin minimize edilmesi gibi bazi 6nlemler alinmaktadir (168). Fakat
puskiirterek kurutma yonteminde asil sorun, duvar materyalinin se¢imidir. Duvar
materyalinin puskurterek kurutmanin yapilabilmesi i¢in suda ¢6ziiniir olmas1 gerekir
fakat bu durum c¢ekirdek materyalin sulu ortamlarda agiga ¢ikmasina neden olarak
kontrollii salinimin gergeklesmesine olanak tanimaz (135).

Oktil-benzeri nisasta (octyle-substituted starches) gibi bazi hidrofobik
polisakkaritler piiskiirterek kurutma yonteminde basarili bir sekilde duvar materyali

olarak kullanilmaktadir (170). Kakule yag1 i¢in bir ¢esit gum (Mesquite gum) (178) ve
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Enterococcus faecium igin ise dekstran ve polivinil pirolidon karisiminin (179)
puskiirterek kurutma ile mikroenkapsiilasyonda etkili bir duvar materyali oldugu
gosterilmistir. Kakule yaginin gum ile %83.5’inden daha fazla oranda enkapsiile
edildigi ve tadinin da istenildigi sekilde maskelendigi belirtilmistir. Her iki ¢aligmada
da duvar materyalinin sulu ortamlarda ¢oziindiigii ve kontrollii salinimin

gerceklesmedigi bildirilmistir.
Puskurterek Dondurma

Bu yontem probiyotik bakterilerin mikroenkapstilasyonundan ziyade daha ¢cok
diger besin dgeleri i¢in kullanilmaktadir (168). Bu yontem; kati ¢ekirdek materyal
Uzerine lipit bazli kaplama materyalinin piskiirtiilmesini igerir. Bu sekilde karigma ve
kaplama islemi gergeklesir. Kaplama materyalinin sicakligi, lipitlerin erime
sicakliginin istiinde tutulur fakat c¢ekirdek materyalindeki hizli sicaklik artiginin
onlenmesi gerekir. 10°C ile 50°C arasindaki sogutucu hava, kaplamanin sertlesmesi ve
lipitlerin katilasmasi i¢in kullanilir. Bu siire¢ partikiillerin ¢ift kaplama yapilmasi i¢in
de uygundur. Ilk tabaka olarak lipitler, ikinci tabaka olarak da protein ya da gumlar
kullanilmaktadir (180). Bu protein ve gumlar, 0Oriinin stabilizasyonunu ve
yogunlugunun ayarlanmasii saglar. Plskiirterek sogutma islemi; vitaminlerin,
minerallerin, asitlik diizenleyicilerin, diger dondurulmus sivilarin ve 1siya duyarli

materyallerin enkapsiile edilmesinde basarili olarak uygulanmaktadir (135, 181).
2.7.2. Nanoenkapsulasyon

Nanoenkapstlasyon; nanokompozit, nanoemdilsifikasyon ve
nanoesterifikasyon gibi teknikler kullanilarak daha kiiciik yapilar olusturulup istenen
maddelerin kaplanmasini saglayan ve ¢ekirdek materyalin kontrollii salinim1 da dahil
son triinlin fonksiyonelliginin arttirildig1 bir teknoloji olarak tanimlanmaktadir (182).
Bu teknoloji son yillarda; vitamin, antioksidan, protein, lipitler ve karbonhidratlar gibi
biyoaktif bilesenlerin olumsuz kosullardan korunmus, fonksiyonelligi arttirilmis ve
stabilitesi gelistirilmis tiriinlerin tiretilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (183).
Saglik tizerine olumlu etki gosterebilmesi icin belirli diizeylerde alinmasi gereken
biyoaktif bilesenlerin, kullanilacak miktarlarinin nanoteknoloji ile azaltilmas1 sonucu

bu teknolojinin gida sektoriindeki 6nemi giderek artmaktadir (182).
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Yapilan caligsmalarda, nanokapsiillerin {retilmesi igin farkli yoOntemler
gelistirilmekte ve farkli materyaller kullanilmaktadir (182, 183). Nanokapsullerin
istenen kosullarda kirilmasi saglanarak aktif bilesenlerin ortaya ¢ikmasi ve diger
besinler gibi emilim ve sindiriminin ger¢eklesmesi saglanir (182). Lipit bazh
nanoenkapsiilasyon sistemleri; ¢oziiniirliigli ve biyoyararlilig1 arttirarak, in vivo ve in
vitro stabiliteyi saglayarak ve diger besin bilesenleriyle istenmeyen tepkimelerin
olusmasini engelleyerek antioksidan aktivitenin artmasini saglayabilir. Besinlerin ve
nutrasotiklerin tasinmasi ve korunmasi i¢in kullanilan lipit bazli nanoenkapsiilasyon
sistemleri; nanolipozomlar, nanokoklearlar ve arkeozomlardir. Nanolipozom
teknolojisi; duyarli bilesenlerin enkapsiilasyonu, kontrollii salinimi, biyoyararliligi,
stabilitesi ve raf dmriiniin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica besin 6gelerinin,
nutrasotiklerin, enzimlerin, gida katki maddelerinin ve besin antimikrobiyallerinin
taginmasinda da arag olarak kullanildigi rapor edilmistir (184).

Probiyotikler gida sektdriinde genellikle; yogurt, yogurttan elde edilen iiriinler,
stt, peynir, meyve icerikli Grinler ve sut iceren Urtnlere ilave edilmektedir. Bu
tiriinlerdeki bilesenlerin enkapsiile edilmesi, {riinlerin raf omriinlin arttirilmasini
saglayabilir. Nanoenkapsiilasyon, probiyotik bakterilerin gastrointestinal sistemde
istenen bolgelerde salinminin saglanmasi igin spesifik reseptorlerle etkilesime
gecmesine olanak saglar (185).

Gida uygulamalarinda nano boyutta enkapsiilasyon materyali iiretimi i¢in
karbonhidrat, protein ve lipit bazli materyaller en uygun olanlaridir (186). Polisakkarit
bazli materyaller; canli organizmalarla ve yasayan sistemlerle uyumlu, biyog6zinir
edilebilir ve gerekli 6zelliklerin kazandirilmasi i¢in kolay modifiye edilebilir oldugu
icin gida endiistrisinde yaygin olarak tercih edilmektedir. Lipit bazli materyallerin
aksine, karbonhidrat bazli olanlar yapilarindaki fonksiyonel gruplar nedeniyle bir¢ok
biyoaktif bilesikle etkilesime girebilir ve bu durum da hidrofilik ve hidrofobik
biyoaktif bilesenlere baglanmasini kolaylastirabilir. Lipit ve protein bazli materyaller
yiiksek sicaklikta kolay denatiire olabilir ya da eriyebilirler. Bu nedenle karbonhidrat
bazli materyaller, yiliksek sicaklik uygulamasi gereken siireglerde daha uygun bir
kaplama materyalidir (35).

Farkli materyaller kullanilarak biyoaktif bilesenlerin enkapsiilasyonu ig¢in

farkli birgok yontem gelistirilmistir (187).
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Koaservasyon Yoéntemi

Koaservasyon yontemiyle nanoenkapsiilasyon, karbonhidrat kaynakli
materyallerin kullanilabildigi en kolay yontemlerden biridir. Bu yontemde genellikle
iki z1t yiikli molekiil arasindaki elektriksel etkilesimden yararlanilir. Yiikli biyoaktif
bilesen ile zit yiikli karbonhidrat arasindaki ¢ekim ile bilesenler uyarilir (basit
koaservasyon). Alternatif olarak, bir biyoktif bilesen, pozitif ytiklii (¢itosan gibi) ya da
negatif yukli  (pektin veya aljinat gibi) biyopolimerlerin elektrostatik
komplekslestirmeyle  olusan  partikiller  icerisinde  tutulabilir  (kompleks
koaservasyon). Uretilen nanokapsiillerin fonksiyonel performansi; biyopolimerik
duvarin yiizey ozellikleri ve kimyasal 6zelliklerine (yiizeyde bulunan yiiksek yiik
nanoenkapsiilasyon performansinin daha iyi olmasina neden olur; yuzeydeki yUk ise
pH’a baglidir), ¢alkama hizina (¢ok diisiik ya da c¢ok yiiksek hizla calkama yapilmasi
yigilmalara neden olabilir), polimer soliisyonun damla damla eklenmesinin hizina
(hizin daha diisiik olmasi performansin daha iyi olmasina neden olur) ve c¢ozeltide
biyoaktif ve biyopolimerlerin ¢oziiniirliigiine (yiiksek ¢oziiniirliik performansin daha
1yl olmasina neden olur) baglh olarak degisir. Bu yontem hem polar hem de apolar
biyoaktif molekdllerin nanoenkapsiilasyonunda etkin bir sekilde kullanilmaktadir (24,
35).

Puskiirterek Kurutma Yontemi

Puskirterek kurutma yontemi enkapsiilasyon i¢in en ¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. Diger yontemlere kiyasla hizli, ucuz ve tekrarlanabilir bir
yontemdir (188). Bu ydntemin prensibi; biyopolimer bir ¢ozeltide aktif bilesenlerin
¢Oziinmesi ve dagilmasi temeline dayanmaktadir. Dagilma, sicak bir hava igerisinde
atomize edilerek yapilir. Burada ¢ozelti hizlica uzaklasir ve poroz duvar materyali
icinde gdmlu olan aktif bilesenden olusan kurutulmus partikiil iretilir.

Seliilozun hidroksil gruplar1 (seliilloz asetat fitalat ve hidroksipropil metil
uretmek icin), citosan (glikol ¢itosan tretmek igin), beta-siklodekstrin (hidroksipropil-
beta siklodekstrin Gretmek icin) gibi bazi fonksiyonel gruplarin eklenmesi ya da
biyopolimerlerin depolimerizasyonu (6rnegin guar gum), suda ¢oziintirliigii arttirabilir

ve boylece tirlinlerin istenilen bolgelere tasinmasini kolaylastirabilir (35).
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Bu yontemin en biiylik dezavantaji, biyoaktif materyalin sicaga kars1 duyarl
olmasidir. Bu yontemde suda az ¢oziiniir bilesenler (citosan veya seliilloz gibi)
kullanilmast bu yontemin diger sinirliliklarindan biridir. Clnk{ besin sistemlerinde
genellikle su temelli dagilmalar kullanilmaktadir. Uygulama sirasinda yiiksek
sicakligin kullanilmasi, nisasta gibi bazi1 karbonhidratlarin jelatinize olmasina neden
olacagindan, bu durumun iiretim asamasinda sorun yaratabilecegi bildirilmistir. Diger
yandan sicakliga dayanikli olan siklodekstrin gibi karbonhidrat biyopolimerleri ya da
hidroksipropil seliiloz gibi modifiye materyaller, yiiksek sicaklikta piiskiirterek
kurutma icin uygundur (35).

Elektrospin ve Elektrosprey Yontemi

Elektrospin yodntemi, biyoaktif bilesenlerin kapsiile edilmesi ic¢in birkag
nanometrenin altindaki boyutlarda strekli fiberlerin Gretilmesini iceren bir yontemdir
(189). Bu yontemde polimer, fiber iiretebilmek igin elektrostatik kuvveti kullanir.
Sistem; elektrospin edilecek olan sivinin pompalandigr siringa pompa, polimer
cozeltide yilik olusturulmasini saglayan pozitif ya da negatif yiikli yiiksek voltaj
kaynagi ve topraklanmig bir kolektorden olugsmaktadir (190-192).

Bu sistemde s1v1 fazdaki polimer, siringadan sabit basing ve sabit hizda pompa
ile basilarak enjektér ucunda damla olusturulur. Enjektér ucunda sivi halde bulunan
polimer elektrik alana maruz birakildiginda Taylor konisi olarak bilinen yap1 olugur
ve elektrik alan damlacik yiizey gerilimini asacagi kritik bir degere ulastiginda yukli
polimer jetler elde edilir. Uygun parametrelerin secilmesi sonucu kolektore ulasana
kadar evapore olan jetler kolektorde fiber olarak toplanir (32, 193).

Farkli parametreler fiber olusumunu ve yapisini etkiler. Bunlar; uygulanan
voltaj (yliksek voltaj uygulanmasi baslangicta ince fiberlerin olugmasina daha
sonrasinda ise daha kalin fiberlerin olugsmasina neden olur), ¢6zeltinin génderilme hiz1
(ytiksek hiz fiberlerin daha ince olmasina neden olur), enjektorle kolektor arasindaki
uzaklik (daha uzak olmasi daha ince fiberlerin olusmasina neden olur), ¢ozeltinin
ozellikleri (iletkenligi daha yiiksek olan ¢dzeltilerin se¢ilmesi, daha ince fiberlerin
olugmasina neden olur), polimer konsantrasyonu (daha diisiik konsantrasyonlar daha
ince fiberlerin olusmasina neden olur) ve ¢oziiciiniin uguculugudur (daha ugucu olan

¢oziciiler kullanildiginda daha ince fiberler olusur) (192, 194).
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Bu yontem; bifidobakterilerin, NiO/TiO., lizozomun ve epigallokatesin-3-
gallat’in enkapsiilasyonunda kullanilmaktadir (35). Stijnman ve arkadaslarinin farkli
polisakkaritleri kullanarak elektrospin yontemine yonelik yaptiklari bir ¢alismada;
kullanilan polimerlerin, ¢ozeltilerin ve kullanilan materyallerin 6zelliklerinin daha
onemli oldugu, kullanilan ekipman parametrelerinin ise ikincil 6neme sahip oldugu
belirtilmistir. Protokollerin optimize edilmesinde ise ekipman 0Ozelliklerinin daha
onemli oldugu bildirilmistir (195).

Elektrosprey yontemi ise; elektrospinninge benzer ve nanoenkapsilasyonda
kullanilan yeni bir yontemdir. Elektrospinningden farkli olarak nanofiberlerin
olusumu yerine nanoparcaciklar olusmaktadir. Bu yontemde yiiksek voltaj tarafindan
indiikklenen elektrostatik kuvvet, damlaciklar igerisindeki siviyr atomize eder.
Cozlclnin buharlagtirilmasi, damlaciklarin elektroda dogru iletilmesi sirasinda
gerceklesir. Elektrosprey yonteminin en belirgin ozelligi; etkin ve verimli

kapsiilasyona olanak saglamasi Ve tek asamada tiretim imkani1 saglamasidir (196, 197).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Cahsmanin Genel Plam

Bu ¢alisma farkli yontem ve materyaller kullanilarak enkapsiile edilen farkli
iki probiyotik bakterinin in vitro kosullarda etkinligi 2017-2020 arasinda ve in vivo
kosullarda etkinligi ise 2019-2021 yillar1 arasinda degerlendirilmesi amaciyla
yiiriitiilmiistiir. Calisma ii¢ asamada gergeklestirilmistir. ilk olarak belirlenen amag ve
hipotezler dogrultusunda iki farkli probiyotik bakterinin (Escherichia coli Nissle
(EcN) ve Lactobacillus rhamnosus (LGG)) emdilsiyon ve elektroegirme yontemi ile

enkapsiilasyonu ve yontemin etkinligi ve iiriinlerin karakterizasyonu yapilmistir.

Calismanin ikinci bolimiinde enkapsiilasyonu gergeklestirilen bakterilerin in
vitro kosullarda canliligi analiz edilmistir. In vitro yontem icin, ilk olarak farkli
parametreler kullanilarak simiile mide c¢o6zeltisi ve simiile bagirsak cozeltileri
hazirlanmistir. Parametreler optimize edildikten sonra farkli iki yontemle enkapsiile
edilen probiyotik bakterilerin sindirim sistemi similasyonu (mide ve ince bagirsak)
stiresince canliliklar1 analiz edilmistir. Bu boliimde farkli enkapsiilasyon
yontemlerinin in vitro kosullardaki canli kalma oranlari tespit edilmis ve yontemler

karsilastirilmistir.

Calismanin igiinci kisminda enkapsiile probiyotik bakterilerin in vivo
kosullarda farkli inflamasyon parametreleri tizerindeki etkisi incelenmistir.
Calismanin in vivo kismina; in vitro ¢alismasindan elde edilen sonuglar dogrultusunda
canliligi daha iyi korudugu belirlenen mikroenkapsulasyon yontemiyle Uretilen
probiyotiklerle devam edilmistir. Calismaya dahil edilen C57BL/6J turii 35 adet erkek
fareye (randomize olarak bes gruba ayrilmis); mikroenkapstle probiyotik bakteriler,
serbest formda probiyotik bakteriler ve PBS oral gavaj ile alt1 hafta boyunca her giin
verilmistir. Calismanin sonunda farelerden elde edilen karaciger dokularindan

inflamatuvar sitokin duizeylerinin analizi; PCR yontemi ile yapilmistir (Sekil 3.1).

Yapilan tiim miidehaleler Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu esaslarina
uygun olarak yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alisma icin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan gerekli etik onay alinmistir (23.10.2018 tarihli ve 2018/67 -
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06) (EK 1). Calismanin igin gereken biitce Hacettepe Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme Programi ile desteklenmistir (THD-

2019-17899).

MiKROENKAPSULASYON —- MIKROENKAPSULASYON
(EMULSIYON YONTEMIYLE) URUNLERIN KARAKTERIZASYONU
—- ENKAPSULASYON
H
. . . MANOFIBERLE ENKAPSULE
— NANOFIBERLEENKAPSULASYON e D ROMNLERIN KARAKTERIZASYGNU
|ELEKTROEGIRME YONTEMIYLE)
. GASTRIK
= simULasYON . .
 J ENKAPSTILE ENKAPSULE PROBIYOTIKLERIN
' N . i ini
r— PROBIYOTIKLERIN CANLILIKDUZEYLERININ
. SiNDIRIM — BELIRLEN MESi
simiLAsYONU
INTESTINAL
SISTEM
simULAsYONU
_
IL-4
v SECILEN EMKALSLES — c578L/6! TURU FARELERIN 6 HAFTA L6
PROBIYOTIKLERIN IN VIVO
—- kb BOYUNCA ORAL GAVAJ ILE
KOSULLARDA ETKINLIGi e —
DENEY HAYVANLARI CALISMASI IL-10 ANALEZI
|
| 1 TNF
KONTROL SERBEST SERBEST ME LGG ME LGG
GRUBU LGG GRUBU ECN GRUBU GRUBU GRUBU IFN
n=6 n=6 n=7 n=8 n=8

Sekil 3.1. Calisma akis semas.
(EcN, E. coli Nissle; LGG, Lactobacillus rhamnosus; ME, mikroenkapstile).

3.2. Probiyotiklerin Enkapstle Edilmesi
3.2.1. Probiyotiklerin Hazirlanmasi

Calismada enkapsiile etmek iizere; immiin sistem iizerinde olumlu etkilerinin
oldugu bircok caligmada gosterilen LGG ve 6zellikle gastrointestinal hastaliklarda
semptomlar iizerinde olumlu etkilerinin oldugu gosterilen EcN probiyotik bakterileri

secilmistir.

LGG probiyotik bakterileri; liyofilize formda Chr. Hansen ticari markadan
(ATCC; 53103, Danimarka) temin edilmistir. Probiyotiklerin canlandirilmasi igin
liyofilize formda olan LGG, 10 mL MRS broth igerisine eklenerek 37°C’de bir gece
boyunca inkiibe edilmistir (198). Inkiibasyon sonrasinda LGG icin MRS agara tek
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koloni diigiirme yontemiyle inokiile edilerek anaerobik kosullarda 33 °C’de bir gece

inklibasyona birakilmistir.

EcN; liyofilize formda Mutaflor ticari markadan (Ardeypharm, Germany)
temin edilmistir. Bakterilerin canlandirilmasinda, EcN’nin gelisimi i¢in BHI (Brain-
Heart Infusion, broth) (Acumedia, Neogen) kullanilmistir (199). 10 mL BHI brotha
eklenen liyofilize formdaki EcN probiyotik bakterileri, 37°C’de bir gece boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, TBX (Tryptone Bile X-glucuronide
Agar) agara, benzer sekilde tek koloni diisiirme yontemiyle ekim yapilmistir. Ardindan

aerobik kosullarda 33°C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Kiiltiirlerin saflik tayini i¢in MALDI-TOF analizi yapilmistir. Onceden
belirtildigi sekilde iiretilen suslar1 tanimlamak icin Vitek MS (BioMérieux) sistemi
kullanilmigtir. Analiz edilen 6rnekler; 2-20 kDa kiitle araliginda, pozitif lineer modda
ve 337 nm arasinda Nitrojen lazerine maruz birakilmis ve 6rneklere ait spektrumlar

elde edilmistir (Grafik 3.1).
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(b) E. coli Nissle
Grafik 3.1. Elde edilen spektradan 6rnekler.

Elde edilen spektrumlar MYLA yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Saf
kiiltiir tayini i¢in yapilan MALDI-TOF analizi sonucunda elde edilen veriler EK-2’de
gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda elde edilen kiiltiirlerin herhangi bir sekilde

kontamine olmadig1 ve %99.9 oraninda saf oldugu sonucuna varilmastir.

Saflig1 belirlenen probiyotik bakterilerden tek koloni segilerek bakteri
gelistirilmis ve elde edilen bakteriler gliserolle karistirilarak -20°C’de saklanmuistir.

Calismanin devaminda hazirlanan gliserollii stok ¢ozeltileri kullanilmisgtir.

Enkapsiilasyon islemlerinde kullanilmak {izere bakteri kiiltiiriiniin
canlandirilmasi icin, bakteri stoklarindan 200 ul EcN ve LGG bakterileri alinarak,
sirastyla NB broth (Merck, Darmstadt, Germany) ve MRS brotha (Biolife, Milano,
Italy) eklenmis ve bir gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmigtir (198, 200).
Inkiibasyon sonunda, besiyerleri Mega Star 1.6R (VWR International, LLC., A.B.D.)
sogutmali santrifiij kullanilarak 5000g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen

pelletler; PBS ¢6zeltisi igerinde uygun miktarlarda ¢ozdiiriilerek kullanilmigtir.
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3.2.2. Probiyotiklerin Nanofiber ile Enkapstlasyonu

Kullanilacak tiim ¢ozeltiler, kimyasallar ve sarf malzemeler 6ncesinde sterilize
edilmis ve tiim islemler steril kosullarda gergeklestirilmistir. Cozeltilerin hazirlanmasi
ve elektroegirme islemi Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimi

Laboratuvarlari’nda Canga ve Seker’in (2021) (184) yontemi ile yapilmustir.

Probiyotiklerin  enkapsiilasyonunda kullanilan fiberlerin {iretimi igin
elektroegirme yontemi kullanilmistir. Elektroegirme yonteminde polimer olarak farkli
bircok materyal kullanilmasina ragmen, ¢aligmada yiiksek fiberlesme 6zelliginden
dolay1 polivinil alkol (PVA) (MA 85000-124000, %99+ hidrolize) kullanilmustir.
Ayrica PVA, genel olarak giivenilir ve zararsiz olarak kabul edilen GRAS listesinde
yer almaktadir. Uretilen iiriinlerin 6ncelikli olarak insanlarm tiiketimine sunulmasi

amagclandigi i¢in 6zellikle GRAS listesinde yer alan bir polimer tercih edilmistir.

Nanofiber yapilarin iiretilmesinde kullanilan PVA ¢6zeltisinin hazirlanmas;
Canga ve Seker’in (2021) (184) gelistirdigi elektroegirme yontemi modifiye edilerek
gerceklestirilmistir.  Cozeltinin hazirlanmasinda 1mM PBS (1 mM fosfat tamponu,
13.7 mM NacCl, (pH 7.4)) kullanilmigtir. Triton X-100 (Sigma-Aldrich Co., St Louis,
A.B.D.) PVA cozeltisine belli oranlarda eklenmistir. Elektroegirme islemi
baslatilmadan oOnce hazirlanan PVA ¢oOzeltisiyle, aynt oranda bakteri kiiltiirii

karigtirilmastir.

Homojen bir yapi1 elde edildikten sonra PVA c¢ozeltisi ve bakteri kultir
karisimi, elektroegirme isleminde kullanilacak olan siringaya ¢ekilmistir.
Elektroegirme islemi i¢in Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Labaratuvari’nda
bulunan tek nozullu elektroegirme cihazi kullanilmistir. Elektroegirme islemi; 1 mL/sa
akis hiz1 ve 25 kV voltaj degerinde baslatilmistir. Siringada bulunan ¢ozelti, yiiksek
voltajin etkisiyle, siirekli donen ve aliiminyum folyo sarili kolektorde, fiber yapilar
olusturarak toplanmistir. Olusan fiberlerin karakteristik  Ozellikleri Bilkent

Universitesi UNAM’da yapilmustir.
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3.2.3. Probiyotiklerin Mikroenkapsulasyonu

Calismanin  bu  kisminda  probiyotiklerin  emiilsiyon  ydntemiyle
mikroenkapstlasyonu, Sultana ve ark. (2000) (201) ve Cakir ve Yilmaz (2021) (202)
tarafindan belirlenen protokol dogrultusunda gelistirilmistir. Mikroenkapsiilasyon
isleminin 6n uygulamas1 Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii
Laboratuvarlarinda  gergeklestirilmistir. Mikroenkapsiilasyon islemi Hacettepe
Universitesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.  Kullanilan tim cozeltiler, kimyasallar ve sarf malzemeler

oncesinde sterilize edilmis ve tlim islemler steril kosullarda gerceklestirilmistir.

Probiyotik bakterilerin mikroenkapsule edilmesinde emdlsiyon ydntemi
kullanilmistir. Emiilsiyon yonteminde polimer olarak, sodyum aljinat ve seliiloz asetat
fitalat (Sigma-Aldrich Co., St Louis, A.B.D.) kullanilmistir. Mikroenkapsiilasyonda
kaplama materyalinin toksik olmamasi, ekonomik olmasi, stabilitelerinin yiiksek ve

gecirgenliginin optimum olmasi gerekmektedir.

Mikroenkapsiilasyon islemi yapilmadan 6nce probiyotik bakteriler dnceki
boliimlerde belirtildigi sekilde bir giin Oncesinde, hazirlanan stoklardan
canlandirilmistir. Canlandirilan bakteriler 5000g’de 5 dk boyunca santrifiij edilmis ve
elde edilen pelletler NaCl (Merck) ¢ozeltisi ile iki kere yikanmigtir. Ardindan bakteri
coOzeltisi tekrar aynmi kosullarda santrifiij edilip olusan pelletler, NaCl ¢ozeltisi ile
stispanse edilmistir. CAP ve alijnatin belirli oranlarda karistirilarak ©onceden
hazirlandig1 polimer ¢ozeltisi, bakteri kiiltlirii ile karigtirilmis ve homojen yapinin

olusmasi i¢in 5 dk boyunca vortekslenmistir.

Beher igerisine ticari olarak temin edilen misirézii yag: (stirekli faz), bakteri
cOzeltisiyle 5:1 oraninda olacak miktar belirlenerek eklenmistir. Yagin igerisine
Tween 80 (BioShop) steril kosullarda eklenmis ve 10 dk boyunca karigmasi
saglanmigtir. Ardindan polimer ve bakteri karisimi (slireksiz faz) beher igerisine
eklenmistir. Karigim, yag icinde su emiilsiyonunun olusturulmasi amaciyla, manyetik
karistirici kullanilarak homojenize edilmistir. Tamamen karigim gerceklestiginde,
CaClz (BioShop ve Merck) ¢ozeltisi hizlica eklenmistir (Resim 3.1). Eklenen CaCl»

ile, emiilsiyon kirilarak kapsiil yapilarin sertlesmesi saglanmistir. Agzi steril
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aliminyum folyo ile kapatilan ¢6zelti karisimi, buzdolabinda (4°C) 2 saat boyunca

kapsiil yapilarin dipte birikmesi igin bekletilmistir.

Resim 3.1. Polimer ve probiyotik bakterinin karigimu.

Iki saatlik beklemenin sonunda; beherin iist kisminda yag, orta kisimda CaClz
¢ozeltisi ve en dipte ise mikrokapsiiller kalacak sekilde faz ayrimlar1 gerceklesmistir.
Ustte kalan yag ve CaCl, ¢ozeltisi steril kosullarda miimkiin oldugu kadar
uzaklagtirllmigtir. Ardindan mikrokapsiil haricindeki maddelerin tamamen ayrilmasi
icin ii¢ kere yikama islemi yapilmistir. ilkinde CaCl, ¢Ozeltisi, ikincisinde NaCl
cOzeltisi ve sonuncuda ise tekrar CaClz ¢ozeltisi ile yikama islemi yapilmistir. 50
mL’lik steril falkonlarda gerceklestirilen islemde, yikama ¢ozeltileri 45 mL olacak
sekilde falkonlara eklenmis, yavasca alt-Ust edilerek kapsullerin tekrar ¢okmesi
beklenmistir. Son yikama sonrasi elde edilen mikrokapsiiller steril falkona aktarilarak

dogrudan buzdolabi sicakliginda depolanmustir.

3.3. Enkapsule Edilen Bakterilerin in vitro Kosullarda Canlihgmnin

Degerlendirilmesi

Calismanin bu kismi Hacettepe Universitesi Beslenme ve Diyetetik Bolumii
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Farkli yontemlerle enkapsiile
edilen probiyotik bakterilerin in vitro kosullarda canlilik diizeyleri incelenmis ve
karsilastirilmistir.  Simiile  sindirim  sisteminde  kullanilacak  ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda; Sahadeva ve ark. (2011) (203) ve Tokath ve ark. (2015) (204)
tarafindan yapilan ¢alismalar temel alinarak, kullanilan probiyotik bakterilere gore
bazi modifikasyonlar yapilmistir. Farkli probiyotik bakteri tiirlerine gore simiile mide

ve bagirsak c¢ozeltileri hazirlanirken pH 1.5, 2, 2.5 ve 3’teki farkli pepsin
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konsantrasyonlari (0,3 mg/mL, 0,8 mg/mL ve 3 mg/mL) kullanilarak ¢oklu denemeler
yapilmigs ve canlilik diizeyleri belirlenmistir. Denemeler sonucunda elde edilen
sonuglara gore simiile mide ve bagirsak ¢ozeltilerinin parametreleri belirlenmistir. Bu
dogrultuda simiile mide ¢ozeltisi ve simiile bagirsak ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda
farkli probiyotik bakterileri i¢in kullanilan enzim ve pH degerleri Tablo 3.1°de

verilmigtir.

Tablo 3.1. Simile mide ¢ozeltisi ve simiile bagirsak ¢ozelti bilesenleri.

EcN LGG
Simtle Mide Cozeltisi
pH 2,5 3
Pepsin 0,8 mg/mL 0,8 mg/ mL
Simiile Bagirsak Cozeltisi
pH 8 8
Pankreatin 1 mg/ mL 1 mg/ mL
Safra tuzu 0,4 mg/ mL 0,4 mg/ mL

Simiile mide ¢ozeltisi hazirlanirken, 10 Mm PBS ¢ozeltisi hazirlanmis ve pH
degerleri tabloda verilen degerlere gore ayarlanmistir. Ardindan hazirlanan mide
cozeltisi 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Sterilize edildikten sonra, pepsin belirtilen
miktarlarda steril falkonlara eklenerek +4°C’de calkalanarak tamamen ¢Oziinmesi

saglanmustir.

Simile bagirsak ¢ozeltisi i¢in ise; 10 Mmol PBS kullanilmistir. Belirtilen
oranlarda safra asidi eklenerek ¢oziinmesi saglanmis ve pH degeri 8’e ayarlanmustir.
Ardindan ¢ozelti, 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Sterilizasyonun ardindan 1
mg/mL olacak sekilde pankreatin, ¢ozeltiye eklenerek +4°C’de tamamen ¢oziinmesi

icin ¢alkalama islemi uygulanmstir.

Cozeltilerin - hazirlanmasinin ~ ardindan; serbest bakterilerin  in  vitro
simiilasyonu i¢in, bir gece dncesinden taze olarak hazirlanan probiyotik bakterileri,
5000 g’de 5 dk santrifiij edilerek hiicre pelletleri elde edilmistir. Hiicre pelletleri, 5 mL
simiile mide ¢o6zeltisine aktarilarak 37°C’de 90 dk boyunca calkalama islemi
yapilmustir. Simiile mide ¢ozeltisine aktarildiktan hemen sonra, 45. dakikada ve 90.

dakikada 100 pl numune alinarak seri diliisyonlar yapilmistir. Yiizeye yayma
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yontemiyle bakterilerin canlilik diizeyleri, bakterilere uygun besiyerleri kullanilarak
belirlenmigtir. Mide simiilasyonu tamamlandiktan sonra, ¢6zelti ayni oranda simiile
bagirsak ¢ozeltisi ile stispanse edilerek pH degeri 8’¢ ayarlanmistir. Karisim, 37°C’de
90 dk boyunca hafif c¢alkalama islemine devam edilmistir. Bagirsak ¢Ozeltisine
aktarildiktan sonra, 45. dakikada ve 90. dakikada numune alinarak, benzer sekilde

canlilik diizeyleri i¢in steril kosullarda ekimler yapilmistir.

Nanofiberle enkapsile edilen bakterilerin sindirim similasyonu icin ise;
tiretilen fiberler steril kosullarda tartilarak, agirliginin 100 kat1 olacak sekilde simiile
mide ¢ozeltisi ile siispanse edilmistir. Cozeltiye 37°C’de 90 dk hafif ¢alkalama islemi
uygulanmistir. Serbest hiicrelere benzer sekilde baslangicta, 45 ve 90. dakikalarda
numuneler alinip, yukarda belirtildigi gibi uygun ekimler yapilmistir. Bagirsak
simiilasyonu igin, simiile mide ¢ozeltisiyle karistirilan simiile bagirsak ¢ozletisinin pH
degeri 8’e ayarlanmistir ve baslangig, 45. dk ve 90. dakikalarda numuneler alinarak,

canlilik diizeylerinin belirlenmesi i¢in uygun ekimler yapilmistir.

Mikroenkapstile edilen probiyotik bakterilerin in vitro similasyonu icin ise;
uretilen kapstller simiile mide ¢ozeltisine eklenmistir. Cozelti, 37°C’de 90 dk boyunca
calkalanmistir. Mide simiilasyonu tamamlandiktan sonra, simiile bagirsak ¢ozeltisi
ayn1 oranlarda ¢ozeltiye eklenmis ve pH 8’e ayarlanmistir. Ayni kosullarda ¢alkalama
islemine devam edilmis ve baslangig, 45. dk ve 90. dakikalarda numuneler alinip

ekimler yapilmstir.

Sagkalim yiizdeleri belirlenirken, baslangicta alinan numunelerin canlilik
duizeyleri, mide ve bagirsak simiilasyonu siiresince farkli siirelerde alinan numunelerin

canlilik diizeylerine oranlanarak hesaplanmistir (Formiil 3.1) (205):
Sagkalim yiizdesi = (Koloni Sayis1 1x / Koloni Sayis1 10) X 100 (3.1)

3.4. Enkapsiile Edilen Probiyotikleri Kisa Siireli Depolamanin Canhihik

Duzeylerine Etkisi

Farkli yoOntemlerle enkapsiile edilen probiyotik bakterilerin in vitro

simllasyonu sonucunda elde edilen verilere go6re; emiulsiyon yontemiyle
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mikroenkapsule edilen probiyotik bakterilerin farelere verilmesinin daha uygun

oldugu sonucuna varilmistir (Grafik 3.2).

LGG EcN
150 150
100 100
50 I 50 . l
0 . 0
Mide Similasyonu Bagirsak Similasyonu Mide Similasyonu Bagirsak Similasyonu
Sonunda Sonunda Sonunda Sonunda
M Serbest Formda M Serbest Formda
Mikroenkapsiile Mikroenkapstile
Nanofiber ile enkapsiile Nanofiber ile enkapsiile
(@) (b)

Grafik 3.2. Farkli formda bulunan LGG (a) ve EcN’nin (b) mide simiilasyonu ve
bagirsak simiilasyonu sonunda canlilik diizeylerindeki azalma oranlari (%).

Konuyla ilgili literatiir taramalarina bakildiginda; farelere verilmek iizere
uretilmesi planlanan mikroenkapsiile probiyotiklerin, kisa siireli depolama
kosullarinda canliligin1 biiylik 6l¢lide korudugu goriilmiistiir. Fakat bu diizeyler,
bakterilerin tlrine ve depolama sicakligina gore farklilik gosterebilmektedir.
Probiyotiklerin saglik iizerinde istenen etkiyi gosterebilmeleri i¢in belirli bir diizeyin
tizerinde olmas1 gerektiginden, bu diizeyin korundugu depolama siiresinin
belirlenmesi amaciyla +4°C’de, belirtilen ydntem ve materyaller kullanilarak tiretilen
bakterilerin bir hafta boyunca belirli araliklarla (1, 3 ve 7. giin) canlilik diizeyleri analiz
edilmistir. Her numune iki paralel olacak sekilde analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar

log, kob/ml olarak verilmistir.

3.5. Enkapsiile Edilen Probiyotiklerin in vivo Kosullarda Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Calismanin in vivo kisminda, ayni soydan gelen 8 haftalik C57BL/6J tiirii 35
adet erkek fare Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi’nden temin
edilmistir. Farelerin agirliklar;; Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari’nda, 0.1 grama duyarli hassas terazi ile tartilarak kaydedilmistir. TUm

fareler her kafeste iki fare olacak sekilde transparan polikarbon kafeslere
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yerlestirilmistir. Burada 1 hafta boyunca; 22+2°C ortam sicakligi, 12 saat doniisimlii
aydinlik/karanlik ortam ve %45 nem kosullarinda standardize edilmistir.
Standardizasyonun ardindan ¢alisma siiresince farelerin agirliklar1 ve yem tiiketimleri;
0.1 grama duyarl hassas terazi ile her giin tartilmistir. Yem ve suyun ad libitum
tiketimi saglanmistir. Caligma; 1 hafta standardizasyon ve 6 hafta probiyotik
miidahalesi olmak iizere toplam 7 hafta siirmiistiir. Farelere probiyotik bakteriler oral
gavaj ile her giin verilmistir. Standardizasyon haftasi sonrasi, fareler rasgele 5 gruba

ayrilmistir.
3.5.1. Farelere Enkapstle Probiyotik Mudehalesi

Farelerin tiiketimi igin, firmadan temin edilen standart yem kullanilmistir
(Arden Arastirma ve Deney, Ankara). Yemin enerji ve makrobesin 6gesi icerigi Tablo

3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Yemin makrobesin 6gesi ve enerji icerigi.

Yem igerigi Standart yem
Enerji (kkal/g) 2,6
Karbonhidrat (%enerji) 67,4
Protein (%enerji) 27,2
Yag (Y%enerji) 54

1. Grup: Kontrol grubu (n=6), deney siiresince standart yem ve suyun ad libitum
tilketimi saglanmistir. Miidahale siiresince 10.0 mL /kg-viicut agirligi olacak sekilde

oral gavaj ile steril PBS verilmistir (206).

2. Grup: Enkapsile LGG deney grubu (n=8), deney suresince standart yem ve suyun
ad libitum tiikketimi saglanmigtir. Emulsiyon yontemi ile enkapstle edilen probiyotik
bakterileri (107-108 kob/mL /giin); farelere, 10.0 mL /kg-viicut agirligi olacak sekilde

oral gavaj ile verilmistir (206).

3. Grup: Serbest LGG deney grubu (n=6), deney siliresince standart yem ve suyun ad
libitum tiiketimi saglanmgtir. Onceden hazirlanan LGG stoklar, MRS broth
kullanilarak 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi1 LGG bakteri
cozeltisi, 5000 g ‘de 5 dk santrifiij edilerek hiicre pelletleri, 1:1 oraninda PBS ile
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cozdiiriilmiistiir. Miidahale boyunca her gilin taze olarak hazirlanan probiyotik
bakterileri farelere, 10.0 mL /kg-viicut agirligi olacak sekilde oral gavaj ile verilmistir
(206).

4. Grup: Enkapsule EcN deney grubu (n=8), deney siiresince standart yem ve suyun
ad libitum tiiketimi saglanmistir. Emulsiyon yontemi ile enkapstle edilen probiyotik
bakterileri (107-108 kob/mL /giin); farelere, 10.0 mL /kg-viicut agirlig1 olacak sekilde

oral gavaj ile verilmistir (206).

5. Grup: Serbest ECN deney grubu (n=7), deney slresince standart yem ve suyun ad
libitum tiiketimi saglanmustir. Onceden hazirlanan EcN stoklari, NB broth kullanilarak
37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 EcN bakteri ¢ozeltisi, 5000 g
‘de 5 dk santrifiij edilerek hiicre pelletleri, 1:1 oraninda PBS ile ¢ozdiiriilmiistiir.
Miidahale boyunca her giin taze olarak hazirlanan probiyotik bakterileri farelere, 10.0

mL /kg-viicut agirligi olacak sekilde oral gavaj ile verilmistir (206).

Fare miidahalesine baslamadan 6nce, secilen emiilsiyon yontemi kullanilarak
enkapsiile edilen probiyotik bakterilerin baglangigta ve depolama sonucu (1, 3 ve 7.
giin, +4°C’de) canlilik diizeyleri degerlendirilmistir. Farelere verilmek Uzere, 6 giin
boyunca verilecek olan miktarlar hesaplanmis, buna gore ¢oklu iiretim yapilmistir.
Uretilen probiyotik bakterilerin, miidahale boyunca canlilik diizeylerine bakilmustir.
Uretilen kapsiillerin boyutlarmin gavaj ¢apma (18 Gauge) uygun olmasina dikkat

edilmistir.
3.5.2. Anestezi, Kan Alma ve Otanazi

Farelerde standardizasyon (1 hafta), diyet miidahalesi (6 hafta) ve ardindan
anestezi altinda kan alma ve &tanazi islemleri Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarlarinda gercgeklestirilmistir.

Yapilacak islemlerden bes saat 6nce fareler a¢ ve susuz birakilmistir.
Anestezi

Fareler genel anestezi altina, terminal viicut agirliklart olgildiikten sonra

subkutan ketamin (Richter Pharma, Avusturya) ve ksilazin (Alfasan International
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B.V., Hollanda) enjeksiyonu ile arastirmacilar tarafindan alinmistir. Anestezide 150

mg/kg viicut agirligi ketamin ve 5 mg/kg viicut agirhigi ksilazin kullanilmastir.
Kan ve Doku Alma ve Otanazi

Farelerin derin anesteziye girmeleri icin gerekli siirenin ardindan sabitlenerek
vena kavadan kan almmistir. Otenazi islemi kan alindiktan sonra eksanguinasyon ile
yapilmistir. Kanlar sar1 kapakli tiiplere alindiktan sonra yarim saat oda sicakliginda
bekletilmistir. Ardindan 3000 g’de 15 dakika santrifiij (Heraeus Labofuge, Hanau,
Germany) edilmistir. Ayrilan serum Ornekleri, santrifiijden hemen sonra steril
ependorflara koyularak analiz edilene kadar -80°C’ye kaldirilmistir. Otenazi sonrast
gastrointestinal sistem histopatolojik analiz i¢in ayrilmistir. Karaciger dokusu ise diger
organlardan uygun sekilde disekte edilmistir. Ardindan karaciger ikiye ayrilarak steril
ependorflara koyulmus ve dogrudan -80°C’ye kaldirilmigtir. Analiz edilene kadar -
80°C’de saklanmustir.

3.5.3. Doku Analizleri

Calisma igin segilen probiyotik tiirlerinin inflamasyon tizerindeki etkileri gz
ontine alinarak, farelerden alinan serum ornekleri ve karaciger dokulari uygun sekilde
cozdirulerek ve anti- ve pro- inflamatuvar markerlarin (TNF-a, IL-6, IL-10, IFN y ve
IL-4) gen ekspresyon duzeyleri PCR ile analiz edilmistir.

Sitokinlerin PCR ile Tayini

Calismanin sonunda farelerden alinan karaciger dokularindaki TNF-a, IL-10,
IL-6, IFN y ve IL-4’lin gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in Gergek Zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilmistir. Calisma steril

kosullarda yiirtitilmistar.
1. Total RNA Ekstraksiyonu

Uygun sekilde ¢ozdiiriilen karaciger dokularindan bistiiri yardimiyla 80 mg
doku steril ependorflara aktarilmistir. Ardindan 1 mL Niikleozol eklenmis ve FP120
FASTPREP (Thermo,USA) homojenizatér cihazinda 30 sn tamamen homojenize

edilmigtir. 400 pl ultra saf su eklenerek 15 sn vortekslenmistir. Faz ayriminin
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gerceklesmesi i¢in 15 dk oda sicakliginda bekletilmis ve sonrasinda 12000 g’de 15 dk
(+4°C’de) santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatanttan 1 mL ¢ekilerek steril
mikrosantrifiij tiiplere aktarilmis ve igerisine 1 mL isopropanol eklenmis ve
kanistirllmistir. Oda sicakliginda 10 dk tekrar bekletildikten sonra ayni1 parametreler
kullanilarak karigim tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi, supernatant kismi
dikkatlice uzaklastirilmig ve altta kalan niikleik asit pelleti %75’lik etanol ile
yikanmistir. Yikama islemi iki kere tekrarlanmistir ve her yikama islemi sonrasinda
etanol, santrifiij ile karistmdan uzaklastirilmistir. Santrifiij sonrast elde edilen RNA
pelletleri 100 pl ultra saf su ile kullanilmak {izere ¢ozdiiriilmiistiir. cDNA sentezi

Oncesi Ol¢lim yapilana kadar -20 °C’de depolanmustir.
2. Reverse Transkriptaz (cDNA) Sentezi

Uygun kosullarda (-20°C) saklanan RNA Ornekleri, spektrofotometre
cithazinda 260/280 nm’de absorbans degerlerine bakilarak pl basina niikleik asitlerin
miktar ve kirlilik diizeyleri kontrol edilmistir. Elde edilen konsantrasyon diizeyleri baz
alimarak RNA Ornekleri cDNA sentezinde kullanilmak tizere SensiFAST cDNA
Sentez Kiti (Meridian Bioscience, Australia) protokoliine gore toplam PCR karigimi

hacminde 1pg olacak sekilde optimize edilmistir.

RT-PCR’da kullanilmak iizere, elde edilen RNA’lardan ilk asama olarak
CDNA sentezi SensiFAST cDNA Sentez Kiti igerisinde yer alan protokol
dogrultusunda yapilmigtir. Tablo 3.3’te belirtilen miktarlardaki karisim, ayr1 bir steril

ependorfta olacak sekilde, buz lizerinde hazirlanmistir.

Tablo 3.3. cDNA sentezinde kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Miktar

Total RNA Degisken

5 x TransAmp Buffer 4 ul

Reverse Transcriptase 1l

Ultra saf su Total hacim 20 pl olacak miktarda

Belirlenen miktarlarda eklenen 6rneklerin iizerine 5 pl karisimdan eklenmis ve

toplam 20 pl’ye tamamlanan karigim hizlica vortekslenmistir. 1 pg RNA igerecek
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sekilde PCR karigimi hazirlanmistir. Protokolde belirtildigi sekilde asagida verilen

sicaklik degerlerine gore cDNA sentezi yapilmistir.

- 25°C 10 dk primer baglamasi
- 42 °C 15 dk reverse transkripsiyon islemi

- 85 °C 5 dk enzim inaktivasyonu

Reaksiyon sonunda enzim, 85 °C’de 5 dk’da inaktive edilerek, cDNA {iriinleri

uygun kosullarda depolanmustir.

3. RT-PCR mRNA Gen Ekspresyon Analizleri

Calisma kapsaminda analiz edilecek olan TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-6 ve IL-10
icin spesifik genler igin primerler HPLC yontemiyle dizilenmistir. Primerlerin

oligonukleotid dizilimleri Tablo 3.4‘te verilmistir.

Tablo 3.4. Primerlerinin oligonukleotit dizilimleri.

Oligo Ad1 5- Diziler -3
IFN-y, F CATCAGCAACAACATAAGC
IFN-y, _R GACCTCAAACTTGGCAATA
TNF-a _F CCAAAGGGATGAGAAGTTC
TNF-a _R GCTACAGGCTTGTCACT
ACTB _F TGAAGATCAAGATCATTGCT
ACTB _R GAAGGTGGACAGTGAGG
IL6 _F AAACTGGATATAATCAGGAAAT
IL6_R CCTCTTGGTTGAAGATATG
IL10_F CAGGACTTTAAGGGTTACT
IL10_R TTATTTTCACAGGGGAGAA
IL4_F CACAGCAACGAAGAACAC
IL4_R TGGACTTGGACTCATTCA

Liyofilize halde bulunan primerler, 0.5 M olacak sekilde ultra saf suyla
¢cOzdiiriilmiistiir. Primerlerin ¢alistigt sicaklik degerlerinin optimum degerleri
belirlenmistir. Optimizasyon sonrasi sitokinlerin optimum c¢alistiklart sicaklik

degerleri Tablo 3.5’te gosterilmistir.



48

Tablo 3.5. Sitokinlerin ¢alisildig1 optimum sicaklik degerleri (°C).

Sitokinler Sicaklik degeri (°C)
IL-10 61
IL-6 55
TNF-a 61
IFN-y 59
IL-4 62
ACT R 59

RT-PCR isleminde pozitif kontrol geni olarak Aktin B kullanilmistir. Soguk

blok Gzerinde Tablo 3.6‘da verilen miktarlarda karisim hazirlanmistir. Hazirlanan

ornekler hizlica vortekslenmistir. Ornekler dublike olacak sekilde ¢alisilmistir.

Tablo 3.6. RT-PCR’da kullanilan komponentler ve miktarlari.

Komponentler Miktar 1X
2x SensiFAST SYBR® No-ROX Mix Sul
MRNA MixB (Primer) 2,5ul
MRNA cDNA 2,5 ul

Hazirlanan 6rnekler; Tablo 3.6°da belirtilen termal dongliye uygun olarak RT-

PCR cihaz ile ¢alisilmistir. PCR’1n uygulama asamasindaki okuma sicakliklari; her

sitokin icin Tablo 3.7°de verilen degerlerdir.

Tablo 3.7. PCR asamalari.

PCR Asamasi islem Sicakhik/Derece Tekrar
[k Denatiirasyon Denatirasyon 95°C-5 dk 1
Denatiirasyon 95°C-5 sn
PCR Aplikasyon Baglanma 55-62°C* - 30 s 40
(Okuma)
Final Sogutma 40°C 30 sn 1
*Her sitokin i¢in farkli sicaklik degerleri kullanilmastir.
Dongiiler sonucunda elde edilen erime egrileri ve Ct degerleri

degerlendirilmistir. Pozitif kontrol geni temel almarak 22V metodu (207) ile gen

ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
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3.5.4. Gastrointestinal Sistemin Histopatolojik Analizi

Fare Gastrointestinal Sisteminin Diseksiyonu ve Fare Taze Dokularinin

Toplanmasi

Aortas1 kesilerek Otenazi edilen farelerin ilk olarak gastrointestinal sistemi
ayrilmistir. Bu islem i¢in Oncelikle rektum, ¢evre bag dokudan cerrahi makas
yardimiyla serbestlestirilmistir. Daha sonra, 6zefagus distalinden yapilan kesi ile mide
serbestlestirilerek tiim gastrointestinal sistem mideden rektuma kadar bozulmadan

cikarilmis ve soguk 1X PBS icerisine alinmustir.

Gastrointestinal sistemden taze doku toplanmasi i¢in tiim sistem rektumdan
mideye kadar cerrahi makas yardimiyla agilmistir. Soguk 1X PBS igerisinde gaitadan
temizlendikten sonra fare kolon, ince bagirsak ve midesinden yaklasik 0,2 cm x 1 cm
boyutlarinda ikiser 6rnek bistiiri yardimiyla alinmistir ve 1,5 mL ependorf tliplere

yerlestirilmistir. Ornekler -80°C’de saklanmistir.
Fare Gastrointestinal Sisteminin Histopatolojik Incelenmesi

Diseksiyon islemi sirasinda ¢ikarilan ve cerrahi makasla agilan gastrointestinal
sistem %10 tamponlu formaldehit soliisyonu (TK.060161, Tekkim) icerisine alinarak
fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasinda distal kolon, proksimal kolon, ileum, jejenum,
duodenum ve mideden bistiiri yardimiyla doku pargalar1 alinarak gastrointestinal
sistem 6 farkli noktadan Orneklenmistir. Alman parcalar kasetlenerek rutin
histopatoloji islemlerinden gecirilmistir ve ardindan tek bir doku blogunda 6 doku
pargast yer alacak sekilde bloklanmistir. Hazirlanan doku bloklarindan 3,5 pum
kalinliginda doku kesitleri alinarak hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanmistir
(208). Boyanan doku kesitleri 151k mikroskobu altinda Hacettepe Universitesi Tibbi

Patoloji ABD Laboratuvari’nda incelenmistir.
3.6. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler, SPSS (Statistical Package for Social Science, Inc.,

Chicago, IL, ABD) versiyon 23.0 yazilimi kullanilarak yapilmistir. Tanimlayici
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analizler ortalama + standart sapma degerleri ve normal dagilmayan degiskenler igin

ortanca degerler kullanilarak verilmistir.

Serbest formda bulunan ve farkli yontemlerle enkapsiile edilen probiyotiklerin
sindirim simiilasyonu siiresince zamanla degisimin, depolama siresince dretilen
probiyotiklerin canliligindaki degisimin, farelerin viicut agirligi, yem tiiketim
miktarlari, enerji ve makrobesin dgeleri alimlarinin zamanla degisimin istatistiksel
anlamliligt Friedman testi kullanilarak incelenmistir. Geregi halinde ikiserli
karsilastirmalar Wilcoxon testi kullanilarak yapilmistir ve Bonferroni diizeltmesi

kullanilarak degerlendirilmistir.

Simiile mide ve bagirsak c¢ozeltileri sonunda enkapstlasyon yontemleri
arasindaki farklar ve farelerin proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerin gen
ekspreyon diizeyi degiskenleri gruplar arasinda Kruskal-Wallis testi kullanilarak
karsilastirlmistir.  Ikiserli karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak
yapilmistir.

En az biri normal dagilmayan degiskenler arasi iligkiler i¢in korelasyon
katsayilar1 ve istatistiksel anlamliliklar1 Spearman testi ile hesaplanmustir. Istatistiksel

anlamlilik i¢in toplam tip 1 hata diizeyi %S5 olarak kullanilmistir (209).
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4. BULGULAR

Probiyotiklerin farkli yontemlerle enkapsiile edilmesi, enkapsiile bakterilerin
in vitro kosullarda canliligiin degerlendirilmesi ve in vivo kosullarda inflamatuvar
gostergelerin gen ekspresyon duzeylerinin analiz edilmesi olmak Uzere ¢ temel

kisimdan olusan ¢alismada elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

4.1. Farkh Yontemlerle Enkapsiile Edilen Probiyotik Bakterilerin in vitro

Kosullarda Canlihginin Degerlendirilmesi

Serbest halde bulunan, nanofiberle enkapstile edilen ve mikroenkapstle edilen
probiyotiklerin (LGG ve EcN) simiile mide ve bagirsak ¢ozeltisindeki canlilik
diizeyleri; sindirim simiilasyonu boyunca 45 dakikalik araliklarla analiz edilmistir.
Farkli bakterilerden elde edilen sonuclar Grafik 4.1a ve Grafik 4.1 b’de gdsterilmistir.
EcN probiyotik bakterileri i¢in simiile mide kosullarindaki canlilik diizeylerinde
azalmanin serbest formda olan bakterilerde daha fazla oldugu goriiliirken, LGG
probiyotik bakterilerinin mide kosullarindaki canliliklarinin  benzer oldugu
gorlilmiistiir. Her iki bakteri tlirli icin de simiile bagirsak kosullarinda hizli bir
azalmanin oldugu saptanmistir. Bu azalmanin LGG probiyotik bakterilerde daha fazla

oldugu goriilmektedir.

-
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Grafik 4.1. Serbest halde bulunan, mikroenkapsiile edilen ve nanofiberle
enkapsile edilen EcN (a) ve LGG (b) probiyotik bakterilerinin sindirim sistemi
simiilasyonundaki canlilik diizeyleri (log, kob/mL).

Farkli yontemlerle enkapsiile edilen probiyotik bakterilerin baslangigta, mide
sonunda ve bagirsak sonundaki canlilik diizeyleri Tablo 4.1’de gdsterilmistir.
LGG’nin baglangigta 7,51 + 0,04 log kob/mL olan canlilik diizeyinin bagirsak sonunda
2,69+ 0,15 log kob/mL’ye diistiigii goriilmiistiir. Bu azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05). Benzer sekilde in vitro kosullarda, mikroenkapsiile edilen EcN
ve LGG probiyotik bakterilerinin de baslangi¢, mide sonu ve bagirsak sonundaki
canlilik diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu saptanmistir
(p<0.05). Nanofiber ile enkapsiile edilen LGG’nin baslangi¢ta 7,11 + 0,10 log, kob/mL
olan canlilik diizeyinin, mide sonunda 6,97 + 0,10 log kob/mL ‘ye, bagirsak sonunda
ise 2,93 £+ 0,46 log kob/mL‘ye kadar diistiigii goriilmiistiir. EcN i¢in ise; baglangicta
6,92 + 0,11 log kob/mL olan canlilik diizeyi simiile mide ¢ozeltisi sonras1 5,78 + 0,22
log kob/mL‘ye, simiile bagirsak ¢ozeltisi sonrasinda ise 4,93 + 0,04 log kob/mL‘ye
diismistiir. Nanofiberle enkapsiile edilen her iki bakteri tlr( icin de simile sindirim
sistemindeki canlilik  diizeylerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.
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Tablo 4.1. Mikroenkapsilasyon ve nanofiber ile enkapsule edilen LGG ve EcN
probiyotik bakterilerin in vitro kosullarda canlilik diizeyleri (log, kob/mL).

Besiyerine ekim yapilan Sindirim Simiilasyon Asamalari

probiyotik formlari™* Baslangic¢ Mide Sonu  Bagirsak sonu p*
LGG (log, kob/mL)

Serbest Formda (n=4) 751+0,04 629+021  2,69+015  0.018

Mikroenkapstle (n=4) 6,53+0,18 6,45+0,16 2,74 40,14 0,039

Nanofiber ile enkapsiile (n=2)  7,11+0,10 6,97 + 0,10 2,93 +0,46 0,156
EcN (log, kob/mL) p*

Serbest Formda (n=4) 749+024 486+015  458+019  0.018

Mikroenkapstle (n=4) 6,78+0,17 6,87+0,20 5,68 +£ 0,08 0,050

Nanofiber ile enkapsule (n=2)  6,92+0,11 5,78+0,22 4,93 + 0,04 0,135

*Non-parametrik, Friendman testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.
**EcN i¢in NB, LGG i¢in MRS kullanilmistir. LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli
Nissle 1917.

Her iki bakteri i¢in; baslangica kiyasla mide simiilasyonu ve bagirsak
similasyonu sonundaki canlilik diizeylerindeki azalma yiizdeleri Tablo 4.2°de
gosterilmistir. Buna gore LGG probiyotik bakterileri i¢in; mide simiilasyonu sonunda
en fazla azalmanin serbest halde bulunan bakterilerde (%83,74 = 2,89) oldugu
gosterilmistir.  Mikroenkapsiile ve nanofiberle enkapsiile edilen bakterilerin
canliliginda ise benzer oranlarda (sirasiyla; %98.69 + 1.64, % 98,1 + 2,69) azalma
oldugu goriilmiistiir. Gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0,05). Bu farkliligin ise serbest formda bulunan bakteriler ile
mikroenkapsiile edilen bakteriler arasinda oldugu saptanmistir (p=0.043) (Tablo 4.2).
EcN probiyotik bakterilerinin canliliginda ise en fazla azalmanin serbest halde bulunan
bakterilerde oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir
(p<0,05) (Tablo 4.2). Aradaki bu fark serbest formda bulunan ve mikroenkapsile
edilen bakterilerden kaynaklandigi bulunmustur (p=0.015).

Bagirsak simiilasyonu sonunda baslangica kiyasla serbest halde bulunan LGG
probiyotik bakterilerin canliliginda ciddi bir azalma (%35,80 * 1,87) oldugu bulunmus
fakat gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05)
(Tablo 4.2). Mikroenkapsulasyon ve nanofiberle enkapsiilasyon islemleri sonucunda
elde edilen canlilik diizeyleri ise benzerdir (sirasiyla; %41,94 + 1,24, %41,24 £7,05).
EcN’in bagirsak kosullarinda canliligint daha iyi korudugu goriilmiistiir. EcN

probiyotik bakterilerinin canliligini, mikroenkapsiilasyon yonteminin daha yuksek
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oranlarda korudugu saptanmistir (%83,89 + 1,31). Serbest halde bulunan EcN’nin,
simiile bagirsak kosullarinda canliligini daha az korudugu (%61,13+0,57), nanofiberle
enkapsilasyon yonteminin mikroenkapsilasyon yonteminden daha az korudugu
gosterilmigtir (Tablo 4.2). Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir ve bu

farkin serbest ve mikroenkapsiile EcN’dan kaynaklandigi bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.2. Mikroenkapstiilasyon ve nanofiber ile enkapsile edilen LGG ve EcN
probiyotik bakterilerin in vitro kosullarda canlilik duizeylerindeki ytizde

degisim.
Bakteri Turleri In vitro canhilik sonuclari (%)
Mide Simulasyonu Bagirsak Simiilasyonu
Sonunda Sonunda
LGG
Serbest Formda (n=4) 83,74 + 2,89 35,80 + 1,87
Mikroenkapsile (n=4) 98,69 + 1,64° 41,94 + 1,24
Nanofiber ile enkapsile (n=2) 98,1+ 2,69 41,24 £7,05
p* 0,036 0,063
EcN
Serbest Formda (n=4) 64,92 + 0,75 61,13+ 0,57
Mikroenkapstle (n=4) 101,43 +4,37° 83,89 +1,31°
Nanofiber ile enkapstile (n=2) 83,46 + 1,86 71,21 +1,65
p* 0,02 0,02

* Non-parametrik, Kruskall-Wallis testi uygulanmugtir. 2Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen
degerler birbirinden farklidir (Wilcoxon test). Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir. LGG,
Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917.

4.2. Depolamamin Canhlik Uzerine Etkisi

In vitro deney sonrasi mikroenkapsiilasyon yonteminin canlilik diizeyini
nanofiberle enkapsiilasyon yontemine gore daha fazla korudugu bulundugu igin,
depolama (+4°C) kosullarinda mikroenkapsiile ve serbest formda bulunan bakterilerin
canlilik diizeylerindeki degisiklikler analiz edilmis ve sonuglar Tablo 4.3’te
gosterilmistir. Calismanm in vivo kisminda kullanilmasi planlanan bakterilerin en
fazla bir hafta streyle saklanmasi planlandigi igin giin asir1 olacak sekilde canlilik
diizeyleri analiz edilmistir. Serbest ya da mikroenkapsiile edilmesinden bagimsiz
olarak her iki bakteri icin de +4°C’de bir hafta boyunca depolamanin, canlilik
diizeylerinde azalmaya neden olmadig1 goriilmistiir (p>0.05). Ayn1 zamanda serbest
ve mikroenkapsiile formda olan bakterilerin ayn1 giinlerdeki canlilik diizeylerinin de

benzer oldugu saptanmistir (Tablo 4.3). Bu durum da farelere verilmesi planlanan



55

probiyotiklerin dozlar1 arasindaki farkliliktan kaynaklanabilecek yorum hatalarinin

elimine edildigini kanitlar niteliktedir.

Tablo 4.3. Mikroenkapsulasyon ile enkapsiile edilen LGG ve EcN probiyotik
bakterilerin depolama (+4°C) boyunca canlilik diizeyleri.

Depolama Probiyotik Tri
Suresi LGG (log, kob/mL) EcN (log, kob/mL)
Serbest Mikroenkapsile p ** Serbest Mikroenkapsile p **
Formda n=2 Formda n=2
n=2 n=2
1. giin 9,17 £ 0,56 8,99+ 0,52 0,333  9,63+0,09 8,60 £ 0,49 0,333
3.gin 8,29+ 0,35 7,54 +0,34 0,333 9,34+047 8,21+0,18 0,333
7.gun 9,26 £0,21 7,48 £ 0,67 0,333 9,36+0,25 8,73+0,35 0,333
p* 0,223 0,223 0,223 0,607

*Non-parametrik, Friedman testi uygulanmistir. ** Non-parametrik, Mann-Whithney U testi testi
uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir. LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN,
Escherichia coli Nissle 1917.

4.3. Farkh Yontemlerle Enkapsiile Edilen Probiyotik Bakterilerin in vivo

Kosullarda Etkinliginin Degerlendirilmesi

Calismanin in vitro kisminda; farkli yontemlerle enkapsiile edilen probiyotik
bakterilerin canliligin1 en iyi mikroenkapsiilasyon yonteminin korudugu goriilmiistiir.
Bu nedenle, mikroenkapsiile edileren probiyotik bakteriler kullanilarak, ¢alismanin in

vivo kismi yiiriitiilmiistiir.

43.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhgr  Degisimlerinin

Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen farelerin viicut agirliklarinin ortalama ve standart
sapma degerleri Tablo 4.4’te verilmistir. Tabloda standardizasyon baslangici,
standardizasyon dénemi sonu ve 6 haftalik probiyotik miidahale donemi boyunca

haftalik ortalama viicut agirligindaki degisimler gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen 8 haftalik farelerin viicut agirliklari, 20g — 22.3g
arasinda degigsmektedir ve standardizasyon doneminin baslangicinda ve sonunda
ortalama viicut agirliklar1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0.05)
(Tablo 4.4). LGG verilen gruplara bakildiginda miidahale donemi boyunca; kontrol,

serbest halde bulunan LGG ve mikroenkapsiile LGG verilen gruplarin ortalama viicut
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agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). EcN

verilen gruplar igin de benzer sonuglar elde edilmistir.

Her bir grubun miidahale baslangicina gore, haftalik viicut agirliklarindaki
degisimlerine bakildiginda; kontrol (p=0.11) ve serbest LGG (p=0.52) verilen gruplar
hari¢ diger gruplarda, istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulunmustur. Aradaki
farkin; mikroenkapsiile LGG verilen grupta birinci — ¢tnct (p<0.01), birinci —
dordlnci (p<0.01), birinci — besinci (p<0.01) ve birinci - altinc1 (p<0.01) haftalardan;
serbest EcN verilen grupta birinci ve altinci haftalardan (p<0.01) ve mikroenkapsule
EcN verilen grupta ise birinci ve besinci (p=0.03) ve birinci-altinc1 (p=0.03)
haftalardan kaynaklandigi1 goriilmiistiir (Tablo 4.4).
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Viicut agirhg (g/giin) (ort £ ss)

Midahale LGG p*
Donemi Kontrol grubu Serbest Form Mikroenkapstle
n=6 n=6 n=8
Stendardizasyon 2148 +3,53 2178 +2,18 20,00+1,30 0318
Standardizasyon
sonu 128y 21,37+ 4,71 21,92 + 3,02 19,81+1,63 0,393
1. hafta 21,05 + 4,34 21,78 +2,78 19,18+1,432 0,175
2. hafta 21.04 + 2,99 21,62 +2,.32 19,29+1,65 0,189
3. hafta 21,62 + 2,56 2157 +2,04 19,67+1,25 0,119
4. hafta 2170 +271 21.39 +2.01 19,76+1,56" 0,167
5. hafta 2194 +2.83 21,39+2,79 20,08+1,45° 0,269
6. hafta 22 65 + 2,67 2223 +3,47 20,3141,69° 0,190
p 0.122 0.526 0.001
EcN p*
Kontrol grubu Serbest Form Mikroenkapsule
n=6 n=7 n=8
os:]ac’;‘i?rd'zasyon 21,48 +3,53 22,33+1,59 20,95+1,30 0,258
Standardizasyon
“onu Y 21,37 + 4,71 21,96+1,93 20,51+1,19 0,328
1. hafta 21,05+ 434 21,0242,29° 19,904,942 0,556
2. hafta 21,04 + 2,99 20,86+1,93 19,86+,58 0,523
3. hafta 2162 + 2,56 21,06+1,78 19,76+,65 0,194
4. hafta 2170 +271 21,30+1,82 20,39+,79 0,570
5. hafta 21.94 4283 21,77+1,99 20,604,75° 0,536
6. hafta 22 65 + 2,67 22 2641,91 20,76+,74° 0,219
pr* 0.122 0.001 0.003

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak
verilmistir.** Non-parametrik, Friedman testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamliik p<0,05 olarak
verilmistir. ®Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir (Wilcoxon test).
LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917.

Kontrol grubundaki farelerin 6 haftalik miidahale donemi boyunca ortalama
viicut agirliginda, miidahale 6ncesi donemdeki viicut agirligina gore artis oldugu
bulunmustur (Sirasiyla 21,67+2,999g ve 21,43+4,06g) (p=0.60) (Tablo 4.5). Serbest
formda ve mikroenkapsiile formdaki LGG verilen gruplarin viicut agirliginda ise hafif
bir azalma oldugu goriilmistir (sirasiyla serbest form icin 21,85+2,46g ve
21,67+2,49¢g (p=0.753); mikroenkapsiile igin 19,90+1,44g ve 19,72+1,479 (p=0.484)).
EcN icin de benzer sonuclar elde edilmistir (sirasiyla serbest form i¢in 22,14+1,72g

ve 21,38+1,91g (p=0.603); mikroenkapsile igin 20,73+1,13g ve 20,21+,61g
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(p=0.093)). Miidahale 6ncesi ve donemi boyunca ortalama viicut agirliklart agisindan

gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamstir (p>0.05).

Tablo 4.5. Farelerin miidahale 6ncesi ve sonrasi donemde farkli probiyotik gruplarina
gore viicut agirliklarindaki degisim.

Viicut agirhig: (g/giin) (ort £ s5)

Mudahale Dénemi LGG
Kontrol Serbest Form Mikroenkapstle p*
n=6 n=6 n=8
Midahale éncesi 21,43+4,06 21,85+2,46 19,90+1,44 0,366
Miidahale Dénemi 21,67+2,99 21,67+2,49 19,72+1,47 0,152
p** 0,600 0,753 0,484
EcN
Kontrol Serbest Form Mikroenkapstile p*
n=6 n=7 n=8
Midahale éncesi 21,43+4,06 22,14+1,72 20,73+1,13 0,328
Midahale Donemi 21,67+2,99 21,38+1,91 20,21+,61 0,457
p** 0,600 0,063 0,093

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmgtir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.
** Non-parametrik, Wilcoxon testi uygulannmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.
LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917.

Alt1 haftalik probiyotik miidahalesinin sonundaki ortalama viicut agirlig: ile
probiyotik miidahalesinin basindaki ortalama viicut agirliklarindaki degisim Grafik
4.2°de verilmistir. Her iki probiyotik bakteri verilen gruplara kiyasla, ortalama viicut
agirh@indaki artig, kontrol grubunda daha yuksektir. Serbest halde bulunan LGG
verilen farelerin miidahale sonundaki ortalama viicut agirliklarindaki artis, enkapsiile
LGG verilen gruptaki farelerle benzer diizeydedir. ECcN verilen farelerde ise, enkapstle
EcN verilen gruptaki ortalama viicut agirhigindaki artis, serbest EcN verilen
gruptakilere gore daha az bulunmustur. Fakat probiyotik tiiriinden bagimsiz olarak,

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).
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Grafik 4.2. Farkli probiyotik (LGG ve ECN) miidahalesi suresince ortalama vicut
agirliklarindaki degisim diizeyleri (g).

4.3.2. Deney Hayvanlarinin Yem Tiiketimi

Yapilan ¢alismada farelerin miidahale 6ncesi ve miidahale donemi boyunca
tiikettikleri yem tliketim degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo
4.6’da verilmistir. Miidahale Oncesi donemde yem tliketimleri agisindan gruplar
arasinda bir fark olmadig1 goriilmistiir (LGG, p=0.85; EcN, p=0.11). Benzer sekilde
miidahale doneminde de tiiketilen yem miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmamaistir (LGG, p=0.41; EcN, p=0.17). Tiim gruplarda miidahale 6ncesi
donemde yem tuketimlerinin miidahale donemindeki yem tiiketimlerine gore daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Kontrol grubunda miidahale 6ncesi doneme (4,45+1,16
g) gore midahale doneminde (3,80+0,47 g) yem tiiketimlerinde artis oldugu goriilmiis
fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.11). Serbest formda
LGG ve mikroenkapsiile LGG verilen gruplarda da benzer sekilde miidahale
doneminde bir azalma oldugu goriilmiis fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptanmustir (p<0.05). Mikroenkapsiile EcN verilen grupta miidahale dncesi
doneme kiyasla miidahale doneminde yem tliketimlerinde istatistiksel olarak anlamli
bir azalma oldugu (p=0.01), buna karsin serbest formda EcN verilen grubun ortalama
yem tliketimlerindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigr bulunmustur

(p=0.23).
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Tablo 4.6. Mudahale 6ncesinde ve mudahale dénemi boyunca farelerin ortalama yem

titketim miktarlari (g/giin).

Yem tuketim dizeyleri (g/gin) (ort £ ss)

Mudahale Dénemi LGG p*
Kontrol Serbest Form Mikroenkapstle
n=6 n=6 n=8
Midahale éncesi 4,45+1,16 4,40+1,16 4,30+0,25 0,846
Midahale Dénemi 3,80+,47 3,57+,44 3,49+,22 0,412
p** 0,114 0,027 0,011
EcN p*
Kontrol Serbest Form Mikroenkapstile
n=6 n=7 n=8
Miidahale dncesi 4,45+1,16 3,79+0,76 4,20+0,03 0,114
Midahale Dénemi 3,80+,47 3,66+,32 3,46+,08 0,174
p ** 0,114 0,235 0,011

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.
**Non-parametrik, Wilcoxon testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.
LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917.

Miidahale Oncesi ve donemi boyunca farelerin haftalik olarak tiikettigi
ortalama yem tiiketim miktarlar1 Grafik 4.3’te verilmistir. Mudahale 6ncesi
donemdeki yem tiikketim miktarlari, miidahalenin bagladig1 ilk haftada azalmis
sonrasindaki haftalarda ise artmaya baglamistir. Miidahale dénemi boyunca farelerin
haftalik ortalama yem tiiketim miktarlar1 arasinda kontrol (p=0.14), serbest LGG
(p=0.08) ve serbest EcN (p=0.10) verilen gruplarda fark bulunmamistir.
Mikroenkapsiile verilen gruplarin haftalik ortalama yem tiiketimleri arasinda ise
istatistiksel olarak fark bulunmustur (LGG ve EcN, p<0.01). Bu gruplar arasindaki
farkin; mikroenkapsiile EcN verilen grupta birinci-ikinci haftalardan; mikroenkapstile
LGG verilen grupta ise birinci-ugiinct, birinci-doérdlncu, birinci-besinci ve birinci-

altinci haftalardan kaynaklandigi gosterilmistir (Grafik 4.3a ve Grafik 4.3b).
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Grafik 4.3. Miidahale siiresince farkli formda EcN (a) ve LGG (b) verilen gruplarin
haftalik yem tiiketim miktarlar1 (g/giin).

4.3.4. Deney Hayvanlarinn Enerji ve Makrobesin Ogesi Ahm Diizeyleri

Miidahale 6ncesi ve miidahale déonemi boyunca farelerin farkli bakteri tiirlerine
gbre enerji ve makrobesin Ogesi alim diizeyleri Tablo 4.7°de verilmistir. Yem
tilketimleriyle paralel olarak miidahale dncesi donemde enerji ve besin dgesi alim
diizeylerinin daha yiiksek oldugu goriilmistir. Hem mudahale Oncesi hem de
muidahale donemi icin; LGG verilen grupta enerji ve makrobesin o6gesi alim

duizeylerinin, kontrol grubunda en yuksek, sonrasinda ise sirasiyla serbest LGG ve
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mikroenkapsiile LGG verilen gruplarda oldugu goriilmistiir (p>0.05). EcN verilen
gruplara bakildiginda ise miidahale 6ncesi donemde en yiiksek enerji ve makrobesin
Ogesi alan gruplarin sirasiyla; kontrol, mikroenkapsiile EcN ve serbest EcN oldugu
bulunmustur (p<0.05). Miidahale doneminde ise bu siralama; kontrol, serbest formda
EcN ve mikroenkapsiile EcN’dir (p>0.05).

Mdidahale o©ncesi ve midahale doneminde; enerji ve makrobesin 6gesi
dagilimlar1 Gafik 4.4’te gosterilmistir. Buna gore enerji diizeyleri agisindan aradaki
fark kontrol grubu hari¢ diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Serbest LGG p=0.027; Mikroenkapstle LGG p=0.01) (Grafik 4.4). Makrobesin
Ogelerinin miidahale 6ncesi ve donemindeki diizeylerine bakildiginda ise; kontrol ve
serbest LGG verilen gruplarda tiim makrobesin dgeleri diizeylerine gore farklilik
olmadig1 bulunmusken, mikroenkapsiile LGG verilen grupta tum makrobesin dgesi
alim diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gosterilmistir (Grafik
4.4).

EcN verilen gruplara bakildiginda ise miidahale Oncesi ve miidahale
donemlerinde enerji diizeyleri agisindan aradaki fark sadece mikroenkapsiile EcN
verilen grupta istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.01) (Grafik 4.5).
Makrobesin dgelerinin miidahale 6ncesi ve donemindeki diizeylerine bakildiginda ise;
kontrol ve serbest ECN verilen gruplarda tim makrobesin 6geleri diizeylerine gore
farklilik olmadigi, mikroenkapsiile EcN verilen grupta tiim makrobesin dgesi alim

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gosterilmistir (Grafik 4.5).

Miidahale doneminde farelerin agirlik degisimleri, yem tiiketim miktarlari,
enerji alim diizeyleri ve makrobesin 6gesi miktarlari ile inflamasyon biyogdstergeleri

arasindaki iligkiye bakilmis, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (EK-3).



Tablo 4.7. Miidahale 6ncesi ve sonrasi donemlerde farkli gruplarda enerji ve makro besin 6gesi alim diizeyleri.

Bakteri Turleri

Midahale Dénemi LGG EcN
Kontrol Serbest Form  Mikroenkapstile p* Kontrol Serbest Form  Mikroenkapstile p*
__ n=6 n=6 n=8 n=6 n=7 n=8
Mudahale Oncesi
Enerji (kkal) 11,5843,01  11,44+3,02 11,19+0,66 0,846 11,58+3,01 9,86+1,98 10,91+0,09 0,114
Karbonhidrat (% enerji)  7,80+2,03 7,71£2,03 7,54+0,45 0,846 7,80£2,03 6,64+1,33 7,36+0,06 0,114
Yag (% enerji) 0,63+0,16  0,62+0,16 0,60+0,04 0,846 0,63 £0,16 2,68+0,54 0,59+0,00 0,114
Protein (% enerji) 3,15+0,82 3,11+0,82 3,04+0,18 0,846 3,15+0,82 0,53+0,11 2,9740,02 0,114
Kontrol Serbest Form  Mikroenkapstile p* Kontrol Serbest Form  Mikroenkapstle p*
n=6 n=6 n=8 n=6 n=7 n=8
Mudahale Donemi
Enerji (kkal) 9,87+1,22 9,28+1,13 9,08+,57 0,412 9,87+1,22 9,52+,82 8,99+,20 0,174
Karbonhidrat (% enerji)  6,66+,82 6,26+,76 6,12+,39 0,412 6,66+,82 6,42+,55 6,06+,13 0,174
Yag (% enerji) ,053+,07 0,50+,06 0,49+,03 0,412 0,53+,07 0,51+,04 0,49+,01 0,174
Protein (% enerji) 2,69+,33 2,53+,31 2,47+,16 0,412 2,69+,33 2,59+,22 2,45+,05 0,174

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir. LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917.
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Grafik 4.4. Miidahale oncesi ve sonras1 donemde LGG verilen gruplarin ortalama enerji ve makro besin 6gesi alim diizeyleri.
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4.35. Deney Hayvanlarmm Inflamasyonla iliskili Sitokinlerin Gen
Ekspresyon Dizeyleri

Calismanin sonunda sakrifiye edilen farelerden alinan karaciger dokularinda
PCR yontemiyle analiz edilen pro-inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon diizeyleri
Tablo 4.8’da verilmistir. LGG verilen grupta IFN vy, TNF-a ve IL-6 pro-inflamatuvar
sitokinlerin gen ekspresyon dizeylerinin en diisiik kontrol grubunda (sirasiyla
1,3941,16; 1,32+1,08 ve 2,04+1,59) oldugu saptanmistir. LGG verilen grupta en
yuksek IFN y ve TNF-a ekspresyon diizeylerinin, mikroenkapsile formda verilen
grupta oldugu (sirastyla 5,37+7,42 ve 2,54+2,32), IL-6 ekspresyon dizeylerinin ise en
yuksek serbest formda verilen grupta (6,10+6,74) oldugu goriilmiistiir. Gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

EcN verilen gruplara bakildiginda ise; IFN y, TNF-a ve IL-6 ekspresyon
diizeyleri sirasiyla kontrol grubunda 1,39+1,16; 1,32+1,08 ve 2,04+1,59 ile en diisiik
oldugu goriilmiistiir. Mikroenkapsiile EcN verilen grubun ortalama IFN y ekspresyon
diizeyleri kontrol grubuyla ayni ¢ikmustir (1,39+1,04). Serbest ECN verilen grupta,
IFN y ve IL-6 ekspresyon diizeylerinin en yliksek oldugu (sirasiyla 9,77+10,10 ve
9,28+9,37) ve ortalama TNF-o ekspresyon dlzeylerinin ise en yiksek
mikroenkapstle formda verilen grupta (1,8441,36) oldugu bulunmustur. EcN verilen
gruplarda ortalama IFN vy ekspresyon diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 4.8. Farkli deney gruplarinda gen ekspresyonu sonucu elde edilen ortalama pro-
inflamatuvar sitokin diizeyleri.

inflamasyon Probiyotik Tirleri
biyogdstergeleri LGG
Kontrol grubu Serbest Formda Mikroenkapsule p*
n=6 n=6 n=8
X+SS Ortanca X+SS Ortanca XSS Ortanca
IFN-y 1,39+1,16 095  346+496 148  537+7.42 200 0626
TNF-a 1,3241,08 0,88 2274228 151 2544232 1,12  0.633
IL-6 2041159 177 6104674 345 3724367 306 0729
EcN
Kontrol grubu Serbest Formda Mikroenkapstile p*
n=6 n=7 n=8
X+SS Ortanca X+SS Ortanca X+SS Ortanca
IFN-y 139+1,16 095  977+1010 4,39 139104 134 0048
TNF-a 1,3241,08 0,88 1454116 1,10  184+136 161  0-669
-6 2,04+159 177  928+9,37 490  66+7,21 324 0260

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.
LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917.

Gruplarin anti-inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon dizeyleri PCR
yontemiyle analiz edilmistir (Tablo 4.9). IL-4 ekspresyon dizeylerinin kontrol
grubuna (1,25+0,87) gore, serbest LGG (3,41+2,18) ve mikroenkapsule LGG
(3,75£2,99) verilen gruplarda daha ylksek oldugu goriilmistiir. Fakat gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.76). IL-10 ekspresyon
diizeylerine bakildiginda ise; mikroenkapsiile LGG verilen grupta diger gruplara gore
daha yiiksek oldugu (4,01+4,88), sonrasinda ise sirasiyla serbest formda LGG
(2,88+3,15) verilen grupta ve kontrol grubunda (1,35+1,13) oldugu goriilmistiir
(p>0.05).

EcN verilen gruplara bakildiginda; IL-4 ekspresyon dizeylerinin serbest
formda EcN verilen grupta (7,73+7,34) en yiiksek oldugu bulunmustur. Kontrol
grubuna gore (1,25+0,87), mikroenkapstile ECN grupta (2,63+1,90) IL-4 ekspresyon
duzeylerinin daha yiksek oldugu gosterilmistir. ECN verilen gruplar arasinda IL-4
ekspresyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigstir
(p=0.14). IL-10 ekspresyon diizeylerine bakildiginda, serbest formda verilen ECN’nin
(7,15+14,30), kontrol grubu (1,35+1,13) ve mikroenkapstile EcN (1,39+1,14) verilen
gruplara gore daha yiiksek oldugu fakat aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 saptanmistir (p=0.260).
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Tablo 4.9. Farkli deney gruplarinda gen ekspresyonu sonucu elde edilen ortalama anti-
inflamatuvar sitokin diizeyleri.

Probiyotik Turleri

inflamasyon LGG
biyogdstergeleri Kontrol grubu Serbest Formda Mikroenkapsule p*
n=6 n=6 n=8
X+SS Ortanca X+SS Ortanca X+SS Ortanca
IL-4 1,25+40,87 1,4  341+2,18 375 3754299 236 0-760
IL-10 135+1,13 081  288:315 184 401348 226 0734
EcN
Kontrol grubu Serbest Formda Mikroenkapstle p*
n=6 n=7 n=8
X+SS Ortanca X+SS Ortanca X+SS Ortanca
IL-4 12540,87 1,14  7.73+7,34 474  263+1,90 239 0141
IL-10 1354113 081  7,15+1430 174  139+114 110 0-260

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.

LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917.
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Grafik 4.6. Farelerden elde edilen karaciger dokusunun gruplara gére pro-
inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon duzeyleri.



69

IL-4 IL-10

8
- B
> ol o

LGG EcN LGG EcN

M Kontrol [ Serbest [ Mikroenkapsiile M Kontrol [ Serbest [ Mikroenkapsiile

IL-4 Dlzeyleri
=
[S)

IL-10 Diizeyleri

O B N W B UTO N 0 W

Grafik 4.7. Farelerden elde edilen karaciger dokusunun gruplara gore anti-
inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon duzeyleri.

4.3.6. Deney Hayvanlarimin Histopatolojik Bulgular:

Kontrol grubu (A) ve serbest LGG wverilen grup (B) farelerin ince
bagirsaklarinda inflamasyonu veya baska bir patolojiyi diisiindiiren bulguya
rastlanmamustir. Kontrol grubu (C) ve serbest LGG verilen grup (D) farelerin
kolonlarinda inflamasyonu veya bagka bir patolojiyi diisiindiiren bulguya

rastlanmamaistir.
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Resim 4.1. Kontrol ve serbest LGG verilen gruptan alinan ince bagirsak dokularinin
gortnimda. A ve B igin 6lgek: 50 um. C ve D igin 6lgek: 20 um.
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5. TARTISMA

Probiyotiklerin saglik tizerine etkileri, yapilan bir¢ok calisma ile gosterilmistir.
Fakat probiyotiklerin canlilig1 ve etkinligi; mide asidi, safra, belli iyonlardaki artis,
besin Ogesi kompozisyonu, osmotik basing, oksidatif stres ve gastrointestinal
sistemden gecis siiresine gore degisiklik gostermektedir. Probiyotiklerin belirtilen
olumsuzluklardan korunmasi i¢in biyo-teknolojik bir ara¢ olarak enkapstilasyon
yontemleri gelistirilmistir. Ozellikle probiyotiklerin enkapsiilasyonunda en sik
kullanilan iki yontem; mikroenkapsilasyon ve nanofiber ile enkapsilasyon
yontemleridir. Fakat gelistirilen bu yontemlerin etkinligi, sadece in vitro kosullarda
degerlendirilmis, temel hedef olan insan sagligini gelistirmeyi amaglayan bu trunlerin
etkilerine yonelik hayvan ya da insan ¢alismasina literatiirde oldukga az rastlanmustr.
Ayrica ayni probiyotik bakterilerin farkli yontemlerle enkapsiile edildiginde yontem
etkinliklerini karsilastiran ¢aligma bulunmamaktadir. Probiyotik bakterilerle ilgili
yapilan ¢aligmalar siklikla hasta gruplarda ¢aligilmistir. Fakat giiniimiizde artan besin
destegi kullanimi diisiintildiglinde saglikli bireylerin probiyotik kullanimi sonrasi
inflamasyon tizerindeki etkileriyle ilgili yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu sebeple, konuyla ilgili yapilan ve alaninda ilk olan bu ¢aligmaya dahil edilen
LGG ve EcN; probiyotik enkapsiilasyonunda kullanilan mikroenkapsiilasyon yontemi
ve nanofiber ile enkapsiile edilmis, etkinlikleri in vitro kosullarda degerlendirildikten
sonra dretilen Grunlerin in vivo kosullarda saglikli farelerde inflamasyon (zerine
etkileri arastirilmustir. in vitro ve in vivo deneyleri sonrasi elde edilen veriler LGG ve

EcN bakterileri i¢in ayr1 degerlendirilmistir.

5.1. Farkh Yontemlerle Enkapsiile Edilen Probiyotik Bakterilerin in vitro

Kosullarda Canlih@inin Degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda ilk defa farkli enkapsiilasyon ydntemleri in vitro
kosullarda karsilastirilmistir. Farkli yontemlerde kullanilmak iizere benzer kapsiil
materyal kullaniminin hedeflenmesine karsin mikroenkapsiilasyon yonteminde iki,
nanofiber ile enkapsiilasyonda ise tek polimer, kapsiill materyali kullanilmistir.
Emiilsiyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonda, tek polimer kullanildiginda
etkinliginin diisiik oldugu, bu yiizden destek bir materyal kullaniminin etkinligi biiytik

oranda arttiracag bildirilmistir (210). Ozellikle toksik olmadig1 ve canlilif1 gevresel
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kosullara daha duyarli olan probiyotik gibi maddelerin kapsiilasyonuna daha uygun
bir materyal oldugu i¢in yapilan ¢alismada, sodyum aljinat kaplama materyali olarak
tercih edilmistir (31, 39, 162). Mikroenkapsiilasyon isleminde aljinatin tek basina
etkinliginin yetersiz kalabilecegi 6zellikle mide gibi asidik kosullarda aljinatin
dayanikli bir materyal olmadigi belirtilmistir (210). Bu nedenle asidik kosullara
dayanikli (pH 5’ten daha diisiik) fakat pH 6’dan daha yiiksek kosullarda ¢6ziinebilen
seliiloz asetat fitalat, emiilsiyon isleminde destek materyal olarak tercih edilmistir.
Ozellikle gastrointestinal kosullara olduk¢a duyarli oldugu bilinen probiyotik
bakterilerin enkapsiilasyonunda seliiloz asetat fitalat kullanimimin, simiile gastrik
kosullarda mikroorganizmalar i¢in olduk¢a koruyucu oldugu bildirilmistir (211).
Nanofiber ile enkapsiilasyonda ise, seliiloz asetatin salinim hizinin olduk¢a yavas
olmasindan dolay1, polimer olarak tercih edilmemistir. Seliiloz asetatin tam salinimin
gerceklesmesi igin gereken silirenin, toplam sindirim i¢in gereken siireden daha fazla
oldugu yapilan c¢alismalarda gosterilmistir (212, 213). Bu nedenle nanofiberle
enkapsiilasyon yonteminde ek materyal olarak seliiloz asetat kullaniminin uygun
olmayacagi Dbelirtilmistir  (212). Belirtilen sebeplerden dolayr ¢alismada
mikroenkapsiilasyonda seliiloz asetat ek materyal olarak kullanilirken, nanofiberle
enkapsiilasyon islemlerinde kapsiil materyali olarak tek materyal kullanilmistir.
Calismanin in vitro asamasinda, nanofiberle enkapsile edilen ve
mikroenkapsiile edilen EcN ve LGG bakterilerin simiile mide ve bagirsak
cozeltilerindeki canlilik diizeyleri serbest formda bulunan bakterilere gore
degerlendirilmistir. Bagirsak kosullarina maruziyet sonrast tim gruplarin canlhilik
diizeylerinde ciddi bir azalma oldugu gorilmiistir (Grafik 4.1a ve Grafik 4.1b).
Serbest formda bulunan bakterilerin sindirim simiilasyonu sonucu canlilik
diizeylerindeki azalma, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Mikroenkapsiile LGG ve mikroenkapsiile ECN probiyotik bakterileri icin de benzer
sonuglar elde edilmis, simiilasyon sonucu canlilik diizeylerinde anlamli bir azalma
olmustur (Tablo 4.1). Nanofiber ile enkapsiile edilen probiyotik bakterilerde ise
canlilik diizeylerinde azalma oldugu gosterilmesine ragmen her iki bakteri tiirii i¢in de
azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir (Tablo 4.1). Yapilan

caligmalarla paralel olarak; kullanilan yontemden bagimsiz olarak enkapsiilasyon
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isleminin mide kosullarina kars1 koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir (198, 214-
216).

Li ve ark.’nin yaptig1 bir ¢calismada (198); LGG probiyotik bakteriler, farkli
materyaller kullanilarak dondurarak kurutma yontemi ile enkapsiile edilmistir. Serbest
formda bulunan bakterilerin canliliginda mide ¢ozeltisi iginde 2 saatte 7.5 log’luk bir
azalma oldugu, farkli icerikte materyal ile enkapsiile edilen probiyotik bakterilerin
canliliginda ise 2 log’luk ve <1 log’luk azalma oldugu gosterilmistir. Calismanin
sonunda kullanilan farkli materyallerden bagimsiz olarak enkapsiilasyon isleminin
simiile mide kosullarinda koruyucu etkilerinin oldugu belirtilmigtir. Yapilan
calismadan farkli olarak serbest formda bulunan bakterilerin azalma diizeyinin daha
fazla olmasinin nedeni, simiile mide cozeltisinin pH degerinin (pH 1.6) yapilan
calismadan (pH 3) farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Aynm1 ¢alismada, pH’nin 3
oldugu durumlarda, serbest formda bulunan bakterilerin canliliginda anlamli bir
azalmanin olmadig1 da gdsterilmistir.

Benzer sekilde seliilloz asetat ve polivinil alkolin duvar materyali olarak
kullanildig1 bir ¢alismada (214); L. plantarum elektroegirme yontemiyle enkapsiile
edilmistir. Calismanin sonunda enkapsiile edilen bakterilerin canliliginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma goriilmezken, serbest formda bulunan bakterilerin
canliliginda anlamli bir azalma oldugu bulunmustur.

Yapilan calismada, serbest halde bulunan EcN probiyotik bakterilerinin simiile
mide kosullarinda canliliginin, LGG probiyotik bakterilere kiyasla daha fazla azaldig:
bulunmugtur  (Tablo 4.2). Bu durum, LGG probiyotik bakterilerin
ekzopolisakkaritlerin (EPS) {iretme yetenegiyle iliskilendirilebilir. Laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen ve hiicre zarina baglanan EPS’lerin, bakterilerin etrafini
sararak koruyucu bir tabaka olusturdugu, bunun sonucunda da gastrointestinal sistem
boyunca mikroorganizmalarin canliligini siirdiirmesini sagladigi belirtilmistir (198,
217). EPS’lerin ayrica gastrointestinal sistemde sindirilmedigi i¢in prebiyotik 6zellik
gosterdigi de bildirilmistir (218).

Konuyla ilgili yapilan literatiir taramalarinda; farkli probiyotik bakterilerin
farkli yontemler ve farkli materyallerle enkapsiile edilerek in vitro kosullarda canlilik
diizeylerinin arastirildigi goriilmektedir (198, 214). Aymi zamanda ¢alismalarda

belirlenen simiile mide ya da bagirsak ¢ozeltisi parametrelerinin de birbirinden farkli
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oldugu goriilmiistiir. Bu durum ¢alisma sonuclarini karsilastirmayr oldukga
zorlastirmakta ve elde edilen sonuglarin farkliligini agiklar niteliktedir. Fakat yapilan
tiim caligmalarda bahsedilen degiskenlerden bagimsiz olarak, enkapsiilasyonun,
serbest halde bulunan bakterilere gore canlilig1 biiyiik dl¢iide korudugu belirtilmistir
(212, 214).

5.2. Depolamanin Canhlik Uzerine Etkisi

Calismanin in vitro kisminda mikroenkapsiilasyon yontemiyle enkapsiile
edilen probiyotik bakterilerin canlilik diizeyleri, nanofiber ile enkapsiile edilen
probiyotik bakterilerin canliligina goére daha yiiksek bulundugundan; ¢alismanin in
vivo kismi igin tretilecek olan mikroenkapsile bakterilerin depolama (+4°C)
kosullarindaki canlilik diizeyleri analiz edilmistir. Birinci, {giincii ve yedinci
gunlerdeki mikroenkapsile bakterilerin ve serbest formda bulunan bakterilerin
canliliginda anlamli bir azalma olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 4.3).

Yapilan caligmalarda; farkli yontem ve materyallerle enkapsiile edilen
probiyotiklerin depolama siiresince, canliligin1 biiyiik oranda korudugu gosterilmistir
(175, 212, 219, 220). Uzun siire depolama yapildiginda serbest formda bulunan
bakterilerin canliliginda azalma oldugu goriiliirken enkapsiile edilen probiyotiklerin
canliliginda anlamli bir azalma olmadigi belirtilmistir (175, 212). Yapilan bir
caligmada (175); karreganan ile mikroenkapstle edilen B. longum B6 ve B. longum
ATCC 15708 bakterilerinin yogurt igerisine eklenerek, buzdolab1 kosullarinda 30 giin
boyunca canlilik diizeylerine bakilmistir. Calismanin sonunda serbest formda bulunan
B. longum B6 ve B. longum ATCC 15708 bakterilerinin canlilik diizeylerini sirasiyla
%89.3 ve %91.8 oraninda kaybettigi bulunmustur. Enkapsiile edilen bakterilerin ise
canliliginda anlamli bir azalma olmadig1 gosterilmistir. Her iki bakteride de ilk bes
giinde anlaml1 bir azalma olmamustir (sirastyla %16.0, %26.6).

Kisa siireli depolama durumlarinda, enkapsiilasyon parametrelerinden
bagimsiz olarak probiyotiklerin canlilik diizeylerinde anlamli bir azalmanin olmadig:
goriilmiistiir (220, 221). Calismada, farelere verilecek iirlinlerin iiretim sikliginin
belirlenmesi amactyla depolamayla canlilik diizeylerindeki degisimler analiz edildigi

i¢in, kisa siireli (1 hafta) depolama tercih edilmistir. Belirtilen kosullarda depolamanin
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serbest formda bulunan probiyotiklerin canliliginda bile anlamli bir azalmaya neden

olmadig gosterilerek, diger calismalarla paralel sonuglar elde edilmistir.

5.3. Enkapsile Edilen Probiyotik Bakterilerin in vivo Kosullarda

Etkinliginin Degerlendirilmesi

Gram (-) ve gram (+) iki probiyotik bakterinin farkli iki yOntemle
enkapsilasyonu ve in vitro kosullarda yontem karsilastirmasi ilk defa bu g¢aligma
kapsaminda yapilmistir. Buradan elde edilen sonuglar dogrultusunda ¢alismanin in
vivo kismina; etkinliginin daha iyi oldugu gosterilen mikroenkapsiile probiyotik
bakteriler ile devam edilmistir. Mikroenkapsiile formda bulunan probiyotik
bakterilerin ilk olarak saglikli farelerde denendigi ¢aligmanin bu kisminda; farelerin
viicut agirligr degisimleri, histopatalojik degerlendirme ve karaciger dokularinda

inflamasyonla iliskili sitokinlerin ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir.

5.3.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhgr  Degisimlerinin

Degerlendirilmesi

Calismada farelerin viicut agirligindaki degisimleri temel olarak farelerin genel
saghk durumunu yansittifi icin her gilin degerlendirilmistir. Yapilan hayvan
caligmalarinda kullanilmast planlanan oral gavaj boyutunun; farelerin viicut
agirliklarina gore belirlenmesi gerektigi bildirilmistir (222, 223). Calisma kapsaminda
hazirlanan probiyotik iiriinler, tiim gruplara ayn1 boyuttaki oral gavaj ile verildiginden,
calismanin sonucunu etkilememesi amaciyla ¢alismaya dahil edilen farelerin benzer
agirlikta olmalarina dikkat edilmistir. Calismanin basinda ve standardizasyon donemi
sonunda ortalama viicut agirliklar1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
olmadig1 saptanmistir (Tablo 4.4).

Probiyotiklerin viicut agirlig1 iizerine etkilerini degerlendiren calismalarin
biiyiilk ¢cogunlugu obez fareler ile yiiriitilmistir (78, 224). Genel olarak yapilan
calismalarin sonucuna bakildiginda; probiyotik mudahalesinde bulunulan gruplarda
viicut agirliginda ve viicut yag oranlarinda azalma oldugu gosterilmistir. Yapilan
calismada; miidahale baslangicina kiyasla, miidahale sonunda tiim gruplarin ortalama
viicut agirliklarinda artis olmus, bu artisin en fazla kontrol grubunda oldugu

goriilmiistiir (Tablo 4.4). Fakat bu artis hem LGG verilen gruplar hem de EcN verilen
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gruplar icin istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Standardizasyon
donemine kiyasla, probiyotik miidahalesinin uygulandigi déonemdeki ortalama viicut
agirliklarinda ise kontrol grubunda hafif bir artis oldugu goriliirken, probiyotik verilen
gruplarin (LGG ve EcN) viicut agirliklarinda azalma oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.5).

Tire bagl olarak probiyotiklerin viicut agirhigi tizerindeki etkilerinin farkli
oldugu bildirilmistir (225). Calismada benzer sekilde, ECN ve LGG verilen gruplarda
vicut agirh@indaki degisimlerin farkli oldugu saptanmustir (Grafik 4.2). EcN
probiyotik bakterilerinin LGG probiyotik bakterilere gore viicut agirliginda daha fazla
azalmaya neden oldugu goriilmiistiir (p>0.05). Fakat bu probiyotik tirlerinin, viicut
agirhgr ve obezite ilizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in (6rn. viicut yag
oranlarinin ya da Lee Indekslerinin de degerlendirmeye katildigi) daha kapsamli bir
calisma yapilmas1 gerekmektedir.

Altt haftalik probiyotik miidahalesi slresince; serbest EcN (p=0.018),
mikroenkapstile LGG (p=0.012) ve mikroenkapstile EcN (p=0.0122) verilen gruplarda
ilk hafta ve son haftadaki ortalama viicut agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (Tablo 4.4). Kontrol grubu (p=0.122) ve serbest formda LGG verilen
gruptaki (p=0.526) haftalik ortalama viicut agirhig1 degisimlerinde ise anlamli bir fark
bulunmamistir (Tablo 4.4). Yapilan calismalarda oral gavaj ile miidahalenin, viicut
agirh@inda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (226-228). Calismada da, diyet
mudahalesi oral gavaj ile yapildig: i¢in ilk haftalarda genel olarak tiim gruplarin viicut
agirliklarinda azalma oldugu, sonraki haftalarda ise gavaja alistiklar icin viicut
agirliklarinda bir artig oldugu goriilmiistiir.

Yapilan bir caligmada (229); 15 haftalik alistirma donemi sonrasinda alt1 hafta
boyunca oral gavaj midahalesinin fareler tizerindeki fizyolojik parametreler, viicut
agirliklari, besin alimlari, mortalite oranlar1 ve organlar {izerindeki -etkileri
degerlendirilmistir. Calismada; oral gavaj yapilan ve yapilmayan gruplarin her ikisi
icin de, alistirma doneminin basindaki ortalama viicut agirliklar1 ile g¢alismanin
sonundaki ortalama viicut agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu gosterilmistir. Fakat ¢calismanin sonunda oral gavaj yapilan grubun ortalama
viicut agirhigindaki artis ile kontrol grubundaki ortalama viicut agirhigindaki artis
arasinda anlaml bir fark bulunmamistir. Calisma sonunda; oral gavaja bagl stres ve

mortalitenin minimal diizeyde oldugu belirtilmistir. Yapilan bu ¢aligmada da benzer
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sekilde, baglangicta hem farelerin hem de aragtirmacinin aligma siiresinde strese bagl
tiim gruplarda viicut agirliginda bir azalma oldugu goriiliirken sonraki haftalarda viicut
agirhiginda artis oldugu gortlmustiir (P1.nafta-6.hata < 0.05) (Tablo 4.4).

Yapilan onceki ¢alismalardan elde edilen sonuglar; bu c¢alisma sonuglari ile
benzer sekilde, oOzellikle miidahale doneminde farelerin viicut agirligim

etkileyebilecek faktorlerin arasinda besleme yonteminin olabilecegi yoniindedir.

5.3.2. Deney Hayvanlarinin Yem Tiiketimleri ve Enerji ve Makrobesin

Ogesi Alimlarinin Degerlendirilmesi

Calismada, miidahale oncesi donemde tiim gruplardaki farelerin yem
tilketimlerinin, miidahale donemindeki tiiketimlerine gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Tablo 4.6). Kontrol ve serbest EcN verilen gruplarda bu farklilik,
istatistiksel olarak anlamli olmamasina karsin serbest LGG, mikroenkapsiile LGG ve
mikroenkapsiile EcN verilen gruplarda miidahale Oncesi ve sonrasi donemlerde
tilketilen yem miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Tablo 4.6). Mudahale dncesi ve mudahale doneminde ise, yem tiiketimleri agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (sirasiyla LGG i¢in p=0.846 ve
p=0.412; EcN i¢in p=0.114 ve p=0.174). Yem tiiketimleriyle benzer sekilde; enerji
diizeyleri de miidahale 6ncesi donemde, miidahale donemine kiyasla daha yiksek
bulunmustur (Tablo 4.7). Fakat kontrole kiyasla LGG verilen gruplar arasinda ve ECN
verilen gruplar arasinda ortalama enerji ve makrobesin dgesi alim diizeyleri agisindan
anlamli bir fark bulunmamastir (p>0.05).

Yapilan bir ¢alismada (230); 7 hafta boyunca farelere yiiksek yagl diyet ve
yuksek yagli diyete ek diisiik dozda ve yiiksek dozda LGG probiyotik bakteri
verilmigtir. Calismanin sonunda, standart yem tiiketen farelerin, yiiksek yagl diyet
verilen gruba gore daha fazla yem tiikettikleri goriilmiis (p<0.05). Fakat enerji alimlar1
arasinda anlamli bir fark olmadig1 gosterilmis. Yiiksek yagh diyete ek olarak diistik ve
yuksek dozlarda probiyotik verilen gruplarda ise, yem tlketimlerinin benzer
dizeylerde oldugu belirtilmistir. Calismada ayrica oral gavaj miidahalesinin ilk
haftasinda yem tiiketimlerinde bir azalma oldugu sonraki haftalarda artis oldugu

gosterilmistir. Calismayla benzer sekilde (Grafik 4.3a ve Grafik 4.3b), ilk alisma
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haftalarinda oral gavaja bagli olarak daha olas1 irritasyon ve stres durumlarinin

farelerin besin alimlarini olumsuz yonde etkiledigi diistiniilmektedir.

5.3.3. Deney Hayvanlarimin inflamasyonla iliskili Sitokinlerin Gen

Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Calismada; probiyotiklerin saglikl farelerdeki sistemik/mukozal bagisikligi ve
dogal/kazanilmis bagisikligi nasil etkiledigini gdstermek i¢in proinflamatuvar ve anti-
inflamatuvar sitokinlerden TNF-a, IFN v, IL-4, IL-6 ve IL-10’un gen ekspresyon

dizeyleri analiz edilmistir.

Calismada probiyotik miidahalesinin pro-inflamatuvar sitokinlerden IFN-y,
TNF-a ve IL-6 Uzerine etkilerine bakildiginda; kontrol grubuna kiyasla
proinflamatuvar sitokinlerin her iki probiyotik gruplart i¢in daha disiik oldugu
goriilmiis, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (ECN
verilen gruplardaki ortalama IFN y gen ekspresyon dizeyleri hari¢, p<0.05) (Tablo
4.8). Anti-inflamatuvar sitokinlerden IL-4 ve 1L-10 dlzeylerine bakildiginda ise; en

diistik diizeylerin kontrol grubunda oldugu bulunmustur (p>0.05).

Konuyla ilgili literatiire bakildiginda; inflamasyonla iligkili hastalik gelistirilen
farelerde probiyotik midahalesinin, pro-inflamatuvar sitokin diizeylerinde azalmaya
ve anti-inflamatuvar sitokin diizeylerinde ise artisa neden oldugu genel olarak kabul
edilmektedir (78-80). Fakat bunun aksine probiyotik kullaniminin inflamasyon ve
hastaliga bagli semptomlar1 da siddetlendirebilecegi bildirilmistir (82, 231). Ozellikle
hastalik durumlarinda hastalia uygun probiyotik tiirlerinin sec¢ilmesi, bu nedenle
kritik 6nem tasimaktadir. Yapilan bir ¢alismada (232); germ-free farelerde EcN’in
patojenik etkileri degerlendirilmistir. Calismada EcN’nin genel olarak patojenik
olmadig1 belirtilmesine karsin, konak bagirsak epitel hiicrelerinde bagisiklik cevabini
uyarabilecegi belirtilmistir (233). Caligmanin sonunda, serumda TNF-a dizeylerinde
anlamli bir artis oldugu bulunmustur. Ayrica EcN’nin probiyotik ya da patojen olarak
etki gostermesinde normal bakteri florasinin varligi ve genetik 6zelliklerinin etkili
oldugu bildirilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada (234); gram (-) bakterilerin hiicre
disina lipopolisakkarit (LPS) salinimina neden oldugu bunun sonucunda inflamatuvar

sitokin salinimini indiikledigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda LPS salinimiyla saglikli
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bireylerin fekal mikrobiyotasini da etkiledigi belirtilmektedir. Yapilan ¢aligmada ise;
LGG verilen gruplara kiyasla EcN gruplarimin pro-inflamatuvar sitokinlerin
ekspresyon diizeyleri benzer bulunmustur (Tablo 4.8). Antiinflamatuvar sitokinlerin
ekspresyon diizeylerine bakildiginda ise serbest formda EcN verilen gruplarin en
yiiksek diizeylerde oldugu goriilmiistiir (p>0.05). Calismada, belirtilen olumsuz
etkilere karsi EcN’nin inflamasyon gostergelerinde olumlu etkilerinin oldugu
bulunmustur. EcN’nin patojenik etkilerine yonelik yapilan bir hiicre ¢alismasinda
(235); EcN’nin genotipindeki bir defektten dolayr LPS iiretemedigi ve anti-
inflamatuvar aktiviteyi destekledigi bildirilmistir. ECN’nin probiyotik olarak kabul
edildigi géz 6niinde bulunduruldugunda, bu defektin de gram (-) ECN bakterilerinin
antiinflamatuvar sitokinlerin ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkilerini agiklar
niteliktedir.

Kronik bagirsak hastaliklar1 {izerine yapilan bir derleme ¢alismada (231);
probiyotiklerin toll benzeri reseptorler araciligiyla pro-inflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu azalttig1 belirtilmistir. Klinik semptomlari, histolojik degisimleri ve
mukus Oretiminde olumlu etkilerinin  oldugu fakat inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinin baslangi¢ donemlerinde dikkatli kullanilmasi gerektigi ve kronik
enteropatilerde etkisinin olmadigi bildirilmistir. Ayrica iilseratif kolit hastalarinda
klinik semptomlarin arttigi da gorilmiistiir. Calismanin sonunda, bagirsakla ilgili
hastaliklarda probiyotik kullantmimin yararli etkilerinin birgok c¢aligmada
gosterilmesine ragmen, fayda ve risklerinin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi

gerektigi belirtilmistir.

Calismada; aljinat ile mikroenkapsiile edilen probiyotik bakterilerle serbest
formda bulunan probiyotik bakteri verilen gruplarin pro-inflamatuvar sitokinlerin
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir
(Tablo 4.8). Pro-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon diizeyleri agisindan bakildiginda
kontrol grubundaki diizeylerin probiyotik verilen gruplara kiyasla daha diisiik oldugu
saptanmistir (Grafik 4.6). Anti-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon dizeylerinin ise;
her iki bakteri i¢in de kontrol gruplarinda daha diisiik oldugu bulunmustur (p>0.05)
(Grafik 4.7). IL- 4 ve IL-10 anti-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon diizeylerinde

LGG probiyotik bakterileri icin; mikroenkapstle formda verilen gruplarda daha fazla
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bir artis oldugu goriiliirken, EcN probiyotik bakterileri i¢in ise serbest formda verilen

gruplarda en yiiksek oldugu bulunmustur (Tablo 4.8).

Enkapsiilasyon ¢alismalarinda probiyotiklerin etkilerinin yani sira kapsiil
materyallerinin de etkilerinin g6z Oniinde bulundurulmasi gerektigi bildirilmistir
(236). Konuyla ilgili yapilan bir ¢alismada (237); mikroenkapsilasyon materyalinin
inflamasyon (zerindeki etkileri degerlendirilmistir. Yer fistig1 proteini ve aljinat
kullanilarak dondurarak kurutma yontemi ile mikroenkapsiile edilen LGG ve L.
helveticus probiyotik bakterileri 2 hafta boyunca kolit gelistirilen farelere verilmistir.
Calismanin sonunda; gruplar arasinda inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon diizeyleri

acisindan anlamli bir farklilik bulunmamustir.

Yapilan calismalarda (238-240); ¢alismada da kullanilan sodyum aljinatin
ratlarda immiin cevabi indiikledigi, 6zellikle TNF-a, IL-1 ve IL-6 sitokin dlzeylerinde
etkili oldugu bildirilmistir. Konuyla ilgili yapilan bir ¢alismada (241); sodyum
aljinatin, adjuvant olarak kullanildiginda Th1 immiin cevab1 arttirdig1 belirtilmektedir.
Yapilan bagka bir caligmada (242); sodyum aljinatin IFN y diizeyini arttirdig1 ve 1L-4
tiretiminde ise azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Fakat bu etkinin kalsiyum
iyonlarindan da kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Calismada benzer sekilde
mikrokapsiillerin sert ve kapsiil yapilar1 olusturmasi igin Ca ¢ozeltisi kullanilmigtir.
Ca ile capraz bagh aljinatin da; polisakkarit kokenli adjuvantlara benzer etki
gosterebildikleri fakat etki mekanizmalarimin tam olarak agiklanamadigi ifade
edilmigtir (243). Calismadan elde edilen sonuglar; kapsil materyalinin kimyasal
ozellikleri, probiyotik tiirlerinin kullanilan materyallerle etkilesimleri ya da bakteri
tirlerine gore parabiyotik ya da postbiyotiklerin inflamasyon biyogdstergelerini

etkileyebilecegi i¢in, bu dogrultuda degerlendirme yapmay1 zorlastirmaktadir.

Yapilan bu kapsamli ¢alisma ile; farkli fizyolojik etkilere sahip gram (-) ve
gram (+) probiyotik bakterilerin, ayni1 parametrelerle ve probiyotiklerin
kapsiilasyonunda en yaygin kullanmilan iki farkli enkapsiilasyon yontemiyle
kapstllendigi, yontemlerin in vitro kosullarda etkinliginin degerlendirildigi ve
devaminda saglikli farelerde inflamasyon {izerindeki etkilerinin degerlendirildigi ilk
caligmadir. Literatiirde yer alan ¢aligmalar incelendiginde; benzer ¢alisma olmadigi

i¢in, calisma sonunda elde edilen pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerin
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ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklarin nedeninin; hayvanlari besleme yontemi,
bakteri turleri, enkapstlasyon yontemleri, enkapstlasyon materyalleri, miidahale
siiresi, hastalik ya da saglikli olma durumlar1 veya analiz yontemlerinin farkl

olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Calismanin in vitro kisminda ¢alismaya dahil edilen probiyotik bakterilerin
enkapsiilasyonunda kullanilan yoOntemlerin etkinligi karsilastirilmistir.  Fakat
caligmada segilen enkapsiilasyon yontemlerinde stabilitenin saglanmasi igin farkl
materyallerin  kullanilmas1  karsilagtirmay1 zorlastirmaktadir. Yapilan literatiir
taramalar1 sonucu; mikroenkapsiilasyon yonteminde tek materyal kullanimimnin canli
organizmalarin enkapsiilasyonunda yetersiz kalabilecegi, bu nedenle destek bir
materyalin yontem etkinligini arttiracagi bildirilmistir. Bu yiizden ¢alismada aljinata
ek olarak selilloz asetat, destek materyal olarak kullanilmistir. Probiyotiklerin
nanofiberle enkapsiilasyonuyla ilgili yapilan literatlir taramalarinda ise; seliiloz
asetatin salinim hizinin sindirim siiresinden daha uzun oldugu ve saliniminin bu
yontemde oldukca yavas olmasi nedeniyle, kapsiillerin tamaminin agilmadig:
belirtilmistir. Bu nedenle g¢alismanin nanofiberle enkapsiilasyonunda tek polimer
kullanilmistir. Bu farklilik, ¢alismada nanofiberle enkapsulasyon yonteminin in vitro
kosullarda probiyotiklerin canliliginda daha etkin olacagi diisiiniilmesine karsin
mikroenkapstle probiyotiklerin  canliliginin daha yiiksek bulunmasini agiklar
niteliktedir. Enkapsiilasyon yontemlerinde kullanilan polimerlerin farkli kimyasal
ozelliklerinden (fiberlesme, ¢oziiniirliik, viskozite gibi) yararlanilarak enkapsiilasyon
islemleri yapildig1 igin, karbonhidrat polimerlerinin ayni olmast miimkiin olmamustir.
Bu ytzden her iki enkapsulasyon yonteminde de koruyuculugunun daha iyi oldugu
diistiniilen materyaller kullanilarak in vitro kosullarda yontem karsilastirmasi

yapilmustir.
Calismanin Kisutlihiklart

Calismada kullanilan enkapsiilasyon yontemlerinin in vitro kosullardaki
canlilik diizeyleri karsilastirilarak bir degerlendirme yapilmistir. Fakat tiiketici hedef
alimarak planlanan bu caligmada, uzun siireli depolama kosullarindaki canlilik
degisimleri analiz edilmemis yalmizca farelere verilecek iiriinlerin kisa siireli

depolamadaki canlilik diizeyleri belirlenmistir. Ticari olarak gelistirilen probiyotik
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tiriinlerde raf omrii 6nemli bir parametre oldugu icin, kullanilan yontemlerin uzun

stireli depolama kosullarindaki etkileri ileri ¢aligmalarla karsilastirilabilir.

Calismanin in vitro kisminda, nanofiberle enkapsiilasyon sonrasi canlilik
analizleri rutinde oldugu gibi iki paralel olarak yapilmistir. Fakat istatistiksel analizler
icin sayinin yetersiz olmasi sebebiyle elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Bu analizlerde sonuglar1 daha saglikli karsilastirmak igin teknik ve

biyolojik paralel sayis1 arttirilabilir.

Calismanin in vivo kisminda; inflamasyonun degerlendirilmesi i¢in belirlenen
pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerin analizinde gereken miktarlarda
serum elde edilemedigi icin karaciger dokular1 kullanilarak PCR yontemi ile gen
ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Serum yerine dokularin analizde kullanilmasz,
inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesinde gruplar
arasinda farkliliklara neden olabilir. Ozellikle gram negatif bir bakteri olan EcN
tizerinde yapilan bir ¢alismada (244); farkli dokulardaki farklit MPO aktivitelerinden
dolayr TNF-a diizeyleri iizerindeki etkisinin degisiklik gosterebilecegi belirtilmistir.
Bu nedenle yapilacak ileri calismalarda dokudan yapilan analizler serumdan yapilan

analizler ile desteklenmelidir.

Calismada enkapsiilasyonda kullanilan polimerlerin, GRAS listesinde yer
almasina ozellikle dikkat edilmistir. Buna karsin GRAS listesinde olmasina ragmen,
bu materyallerin inflamasyonu etkileyebilecegi belirtilmistir. Inflamasyon {iizerinde,
caligma kapsaminda kullanilan materyallerden kaynakli bir etkinin olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in, igerisinde probiyotik bulunmayan (bos) kapsiil verilen farelerin

karacigerlerindeki sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi 6nerilebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Olumsuz gevre kosullarina karsi koruyuculugunun arttirilmasi igin yeni
teknolojik yaklagimlardan biri olan enkapsiilasyon yoOntemlerinden, canh
organizmalarin kapsiilasyonunda en sik kullanilan nanofiberle enkapsiilasyon ve
mikroenkapsulasyon yontemleri, farkl tirde probiyotik bakterilerinin enkapsulasyonu
icin ¢alisma kapsaminda ilk kez yapilmistir. Calismalarda benzer probiyotik tiirleri ya
da alt tiirlerinin etkileri karsilastirilirken, yapilan ¢alismada gram negatif ve gram
pozitif bakteriler tercih edilmistir. Ozellikle gram negatif bakterilerin LPS salmimina
neden oldugu ve inflamasyon iizerinde farkli etkilere neden olabilecegi icin bu
bakteriler tercih edilmistir. Calismanin devaminda iretilen Grdinlerin in vitro
kosullarda canliliklarinin degerlendirildigi, yontemlerin etkinliginin karsilastirildig:
ve canlilik diizeyi daha yiiksek bulunan yontem kullanilarak enkapsiile edilen farkli
tirdeki probiyotiklerin saglikli C57BL/6 tiurli erkek farelere verilerek inflamasyon
uzerindeki etkilerinin in vivo kosullarda ilk kez degerlendirildigi kapsamli ¢alismadan

elde edilen baslica sonuglar asagida verilmistir.

- Probiyotiklerin yontemden bagimsiz olarak enkapsiile edilmesi, in vitro kosullarda
canlilig1 korur.

- Kisa siireli uygun kosullarda depolama, probiyotiklerin canliligini korur.

- Gram negatif ve gram pozitif probiyotik bakterilerin in vitro kosullara direnci
farkhidir.

- Farkli tirde probiyotiklerin anti-inflamatuvar sitokin ve pro-inflamatuvar sitokin
diizeyleri tzerine etkileri farklilik gostermektedir.

- Enkapsiile probiyotiklerin saglikli farelerde kullaniminin inflamasyon {iizerinde

anlaml bir degisiklige neden olmadig1 goriilmiistiir.

Calismada LGG ve EcN probiyotik bakterileri kullanilmis, sonuglar bakteri
tirlerine gore ayr1 degerlendirilmistir. Calismanin in vivo asamasinda ise; kontrol
grubu, serbest LGG verilen grup, mikroenkapsile LGG verilen grup, serbest ECN
verilen grup ve mikroenkapsiile EcN verilen grup olarak sonuglar karsilastiriimistir.

Calismadan elde edilen tim sonuglar maddeler halinde asagida verilmistir.
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. Calismanin in vitro asamasinda LGG probiyotik bakterileri igin, serbest
formda olan bakterilerin mide kosullarinda canliliklarin1 %83,74 + 2,89
oraninda, mikroenkapsiile edilen bakterilerin %98,69 + 1,64 oraninda
ve nanofiberle enkapsule edilen bakterilerin ise %98,1 + 2,69 oraninda
korudugu saptanmistir (p<<0.05).

. Calismanin in vitro asamasinda LGG probiyotik bakterileri igin, serbest
formda olan bakterilerin bagirsak kosullarinda canliliklarini
%35,80£1,87 oraninda, mikroenkapsiile edilen bakterilerin
%41,94+1,24 oraninda ve nanofiberle enkapsiile edilen bakterilerin ise
%41,24 £7,05 oraninda korudugu saptanmistir (p>0.05).

. Calismanin in vitro asamasinda EcN probiyotik bakterileri i¢in, serbest
formda olan bakterilerin mide kosullarinda canliliklarin1 %64,92+0,75
oraninda, mikroenkapsiile edilen bakterilerin %101,43+4,37 oraninda
ve nanofiberle enkapsule edilen bakterilerin ise %83,46 + 1,86 oraninda
korudugu saptanmustir (p<<0.05).

. Calismanin in vitro asamasinda EcN probiyotik bakterileri icin, serbest
formda olan bakterilerin bagirsak kosullarinda  canliliklarini
%61,13+0,57 oraninda, mikroenkapsiile edilen  bakterilerin
%83,89£1,31 oraninda ve nanofiberle enkapsiile edilen bakterilerin ise
%71,21+ 1,65 oraninda korudugu saptanmistir (p<0.05).

. Bir haftalik depolama (+4°C) boyunca serbest formda bulunan LGG
probiyotik bakterilerin canlilik diizeyleri; birinci giin 9,17+0,56 log,
kob/mL, Gglncl gin 8,29+0,35 log, kob/mL ve yedinci gin ise
9,26+0,21 log, kob/mL oldugu bulunmustur (p>0.05).

. Birhaftalik depolama (+4°C) boyunca mikroenkapsiile LGG probiyotik
bakterilerin canlilik diizeyleri; birinci giin 8,99+0,52 log, kob/mL,
uclincu gln 7,54+0,34 log, kob/mL ve yedinci giin ise 7,48+0,67 log,
kob/mL oldugu bulunmustur (p>0.05).

. Bir haftalik depolama (+4°C) boyunca serbest formda bulunan EcN
probiyotik bakterilerin canlilik diizeyleri; birinci giin 9,63 +0,09 log,
kob/mL, Gglnci gun 9,34+0,47 log, kob/mL ve yedinci gln ise 9,36 £
0,25 log, kob/mL oldugu bulunmustur (p>0.05).
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Bir haftalik depolama (+4°C) boyunca mikroenkapstle EcN probiyotik
bakterilerin canlilik diizeyleri; birinci giin 8,60+0,49 log, kob/mL,
Uclinct glin 8,21 £ 0,18 log, kob/mL ve yedinci giin ise 8,73 + 0,35 log,
kob/mL oldugu bulunmustur (p>0.05).

Calismanin in vivo kisminda; miidahale 6ncesi donemde kontrol
grubunun ortalama viicut agirliginin 21,43+4,06 g, serbest formda LGG
verilen grubun 21,85+2,46 g, mikroenkapsiile LGG verilen grubun
19,90+1,44 g oldugu, serbest formda EcN verilen grubun 22,14+1,72 g
oldugu ve mikroenkapsiile EcN verilen grubun ise 20,73+1,13 g oldugu
gosterilmistir (p>0.05).

Calismanin in vivo kisminda; miidahale doneminde kontrol grubunun
ortalama viicut agirhgmin 21,67+£2,99g, serbest formda LGG verilen
grubun  21,67+2,49g, mikroenkapsile LGG verilen grubun
19,72+1,47g oldugu, serbest formda EcN verilen grubun 21,38+1,91g
oldugu ve mikroenkapsiile EcN verilen grubun ise 20,21+,61g oldugu
gosterilmistir (p>0.05).

Calismanm in vivo kisminda; miidahale 6ncesi donemde kontrol
grubunun ortalama yem tiiketim miktarinin 4,45+1,16 g, serbest formda
LGG verilen grubun 4,40£1,16 g, mikroenkapsile LGG verilen grubun
4,30+0,25 g oldugu, serbest formda EcN verilen grubun 3,79+0,76 g
oldugu ve mikroenkapsiile EcN verilen grubun ise 4,20+0,03 g oldugu
saptanmistir (p>0.05).

Calismanin in vivo kisminda; midahale déneminde kontrol grubunun
ortalama yem tiiketim miktarinin 3,80+,47 g, serbest formda LGG
verilen grubun 3,57+,44 ¢, mikroenkapsile LGG verilen grubun
3,49+,22 ¢ oldugu, serbest formda EcN verilen grubun 3,66+,32 g
oldugu ve mikroenkapsiile EcN verilen grubun ise 3,46%,08 g oldugu
saptanmustir (p>0.05).

Calismaya dahil edilen farelerin miidahale 6ncesi donemde ortalama
enerji alim diizeylerinin; kontrol grubunda 11,58+3,01 kkal /gin,
serbest LGG verilen grupta 11,44+3,02 kkal /gin, mikroenkapsile
LGG verilen grupta 11,19+0,66 kkal /giin, serbest ECN verilen grupta
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9,86+£1,98 kkal/gin ve mikroenkapsile EcN verilen grupta ise
10,91+0,09 kkal/giin oldugu gozlenmistir (p>0.05).

Calismaya dahil edilen farelerin miidahale 6ncesi donemde ortalama
karbonhidrat alim diizeylerinin; kontrol grubunda 1.95+0.51 g/gln,
serbest LGG verilen grupta 1.93+0.51 g/gun, mikroenkapsiile LGG
verilen grupta 1.89+0,17 g/gun, serbest EcN verilen grupta 1,66+0,33
g/giin ve mikroenkapsule EcN verilen grupta ise 1,84+0,02 g/gin
oldugu gozlenmistir (p>0.05).

Calismaya dahil edilen farelerin miidahale dncesi donemde ortalama
yag alim diizeylerinin; kontrol grubunda 0,07+0.02 g/gun, serbest LGG
verilen grupta 0,07+0.02 g/gun, mikroenkapsule LGG verilen grupta
0,07+£0,01 g/gin, serbest EcN verilen grupta 0,30+£0,06 g/giin ve
mikroenkapstle EcN verilen grupta ise 0,07+£0,00 g/giin oldugu
gozlenmistir (p>0.05).

Calismaya dahil edilen farelerin miidahale 6ncesi donemde ortalama
protein alim diizeylerinin; kontrol grubunda 0,79+0.21 g/gun, serbest
LGG verilen grupta 0,35+0.21 g/giin, mikroenkapsile LGG verilen
grupta 0,76x0,05 g/gun, serbest EcN verilen grupta 0,13+0,03 g/giin ve
mikroenkapstle EcN verilen grupta ise 0,74+0,01 g/giin oldugu
gozlenmistir (p>0.05).

Calismaya dahil edilen farelerin miidahale doneminde ortalama enerji
alim diizeylerinin; kontrol grubunda 9,87+1,22 kkal /giin, serbest LGG
verilen grupta 9,28+1,13 kkal /glin, mikroenkapsille LGG verilen
grupta 9,08+,57 kkal /giin, serbest EcN verilen grupta 9,52+,82
kkal/giin ve mikroenkapsiile EcN verilen grupta ise 8,99+,20 kkal/gun
oldugu goézlenmistir (p>0.05).

Calismaya dahil edilen farelerin miidahale doneminde ortalama
karbonhidrat alim diizeylerinin; kontrol grubunda 1.67+0.21 g/gun,
serbest LGG verilen grupta 1.56+0.19 g/gln, mikroenkapsile LGG
verilen grupta 1.53£0,10 g/gin, serbest EcN verilen grupta 1,61+0,14
g/giin ve mikroenkapsule EcN verilen grupta ise 1,52+0,03 g/gin

oldugu gozlenmistir (p>0.05).
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Calismaya dahil edilen farelerin miidahale doneminde ortalama yag
alim diizeylerinin; kontrol grubunda 0,06+£0.01 g/gln, serbest LGG
verilen grupta 0,05+0.01 g/gun, mikroenkapsule LGG verilen grupta
0,05+0,01 g/gin, serbest EcN verilen grupta 0,06£0,01 g/giin ve
mikroenkapstle EcN verilen grupta ise 0,05+0,01 g/giin oldugu
gbzlenmistir (p>0.05).

Calismaya dahil edilen farelerin miidahale doneminde ortalama protein
alim diizeylerinin; kontrol grubunda 0,67+£0.08 g/gun, serbest LGG
verilen grupta 0,63+0.08 g/giin, mikroenkapsule LGG verilen grupta
0,62+0,04 g/gin, serbest EcN verilen grupta 0,65+0,06 g/giin ve
mikroenkapstle EcN verilen grupta ise 0,61+£0,01 g/giin oldugu
gbzlenmistir (p>0.05).

Calismanin sonunda farelerin karaciger dokulartyla yapilan PCR analiz
sonucuna gore IFN-y ekspresyon dizeylerinin; kontrol grubunda
1,39+1,16; serbest LGG verilen grupta 3,46+4,96; mikroenkapstule
LGG verilen grupta 5,37+7,42; serbest EcN verilen grupta 9,77+10,10
ve mikroenkapsiile EcN verilen grupta 1,39+1,04 oldugu saptanmustir.
Calismanin sonunda farelerin karaciger dokulartyla yapilan PCR analiz
sonucuna gore TNF-o. ekspresyon dizeylerinin; kontrol grubunda
1,32+1,08; serbest LGG verilen grupta 2,27+2,28; mikroenkapstule
LGG verilen grupta 2,54+2,32; serbest ECN verilen grupta 1,45+1,16
ve mikroenkapsiile EcN verilen grupta 1,84+1,36 oldugu saptanmustir.
Calismanin sonunda farelerin karaciger dokulariyla yapilan PCR analiz
sonucuna gore IL-6 ekspresyon duzeylerinin; kontrol grubunda
2,04+1,59; serbest LGG verilen grupta 6,10+6,74; mikroenkapstile
LGG verilen grupta 3,72+3,67; serbest ECN verilen grupta 9,28+9,37
ve mikroenkapstile EcN verilen grupta 6,6+7,21 oldugu saptanmustir.
Calismanin sonunda farelerin karaciger dokulartyla yapilan PCR analiz
sonucuna gore IL-4 ekspresyon duzeylerinin; kontrol grubunda

1,25+0,87; serbest LGG verilen grupta 3,41+2,18; mikroenkapstle



88

LGG verilen grupta 3,75+2,99; serbest EcN verilen grupta 7,73+7,34
ve mikroenkapstile EcN verilen grupta 2,63+1,90 oldugu saptanmustir.
25. Calismanin sonunda farelerin karaciger dokulariyla yapilan PCR analiz
sonucuna gore IL-10 ekspresyon dizeylerinin; kontrol grubunda
1,35+1,13; serbest LGG verilen grupta 2,88+3,15; mikroenkapsule
LGG verilen grupta 4,01+4,88; serbest EcN verilen grupta 7,15+14,30
ve mikroenkapstile EcN verilen grupta 1,39+1,14 oldugu saptanmustir.
26. Calismanin  sonunda farelerin tiim gastrointestinal sisteminin
histopatolojik degerlendirmesi yapildiginda; inflamasyonu ya da baska
bir patolojik durumu diislindiiren bulguya rastlanmadigi sonucuna

varilmstir.

Yapilan c¢alismada; probiyotiklerin enkapsiilasyonunda en sik kullanilan
mikroenkapsiilasyon ve nanofiberle enkapsiilasyon islemleri ilk olarak gram (+) ve
gram (-) olmak tizere iki farkli bakteri tiirinde denenmistir. Yapilan literatiir
aragtirmasina dayanarak ayni probiyotik tiirlerinde farkli enkapsiilasyon yontemlerinin
in vitro kosullarda etkinliklerinin karsilagtirildigi ilk ¢alismadir. Yapilan ¢aligmalarda
enkapsiilasyon etkinliklerinin genellikle yalnizca in vitro kosullarda degerlendirildigi
buna karsin asil hedef grup olan canlilardaki etkinlikleri degerlendirilmedigi
goriilmiistiir. Sindirim simiilasyonlarinda enkapsiilasyon igleminin olumsuz kosullara
kars1 probiyotikleri anlaml diizeyde korudugunun gosterilmesine karsin, bu etkinin in
vivo kosullardaki farki degerlendirilmemistir. Bu sebeple enkapsiilasyonda kullanilan
materyallerin de fizyolojik etkilerinin olabilecegi gbz Oniinde bulundurularak,
enkapsiile edilen ve edilmeyen probiyotiklerin etkilerinin saglikli farelerde in vivo
denemeleri bu ¢alisma kapsaminda ilk olarak yapilmistir. Literatiire bakildiginda
probiyotiklerin bazi1 inflamasyon parametreleri iizerindeki etkilerinin genellikle
hastalik durumlarinda incelendigi gorilmiistiir. Saglikli insan ya da hayvan
calismalarinda probiyotiklerin etkisini arastiran az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
caligma enkapsiile ve serbest formda bulunan farkl: tiirdeki bakterilerin herhangi bir
semptomun gelismedigi durumlarda inflamasyon iizerine etkilerinin degerlendirilmesi
acisindan yapilan ilk c¢alismadir. Yapilan bu c¢alismanin sonuclarinin, farkh

materyaller kullanilarak nanofiberle enkapsiilasyon yontemlerinin denenmesi ve bu
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dogrultuda tiretilen iiriinlerin etkinliklerinin saglikli bireylerde de degerlendirilmesine

yonelik yapilacak ¢alismalara yol gosterici olacagi diisiiniilmektedir.

Calismadan elde edilen sonuclar dogrultusunda; saglikli farelerin haricinde
beslenmeyle ilintili hastalik gelistirilen farelerde de enkapsiile probiyotiklerin
inflamasyon tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi, farkli materyaller kullanilarak
nanofiberle enkapsiile edilen probiyotiklerin saglik {izerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi, nano boyuttaki materyallerin dokularda herhangi bir hasara ya da
degisiklige neden olup olmadiginin ileri analizlerle belirlenmesi Onerilmektedir.
Sinbiyotiklerin ya da fonksiyonel besin Ogelerinin benzer yontemlerle enkapsiile
edilerek etkinliginin ve saglik iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi, ayrica farkli
diyet Orlintiileriyle birlikte enkapsiile probiyotikler verildiginde olusabilecek
degisikliklerin belirlenmesi ve enkapsule Grlnlerin uygun besinlere ilave edilerek
etkinliklerinin ve canlilik diizeylerinin analiz edilmesi Onerilmektedir. Bununla
birlikte canlilik diizeyi ve etkinlik analizinin hiicre kiltiirii ¢alismalariyla
desteklenmesi Onerilmektedir. Elde edilen veriler, saglikli farelerde probiyotik
kullantminin, inflamasyon {izerinde herhangi bir etkisinin olmadigin1 gostermistir.
Farelerle insanlar arasinda fizyolojik farkliliklarin oldugu géz Oniine alindiginda;
gelistirilmesi  diisiintilen tiim {riinlerin etkinliklerinin insan ¢alismalariyla da
calisilmasi onerilmektedir. Bununla birlikte, sagligin korunmasi ve gelistirilmesi i¢in
farkli besin destekleri kullanmak yerine bireylerin fizyolojik gereksinimlerine uygun,
yeterli ve dengeli beslenmeyi yasam sekli haline getirmesinin daha etkili bir yol

olacag diisiiniilmektedir.



90

7. KAYNAKLAR

1. Swanson KS, Gibson GR, Hutkins R, Reimer RA, Reid G, Verbeke K, et al. The
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) consensus
statement on the definition and scope of synbiotics. Nature Reviews Gastroenterology
& Hepatology. 2020;17(11):687-701.

2. Irwin C, Khalesi S, Cox AJ, Grant G, Davey AK, Bulmer AC, et al. Effect of 8-
weeks prebiotics/probiotics supplementation on alcohol metabolism and blood
biomarkers of healthy adults: a pilot study. European Journal of Nutrition.
2018;57(4):1523-34.

3. Ferrario C, Taverniti V, Milani C, Fiore W, Laureati M, De Noni I, et al. Modulation
of fecal Clostridiales bacteria and butyrate by probiotic intervention with Lactobacillus
paracasei DG varies among healthy adults. The Journal of Nutrition.
2014;144(11):1787-96.

4. Guandalini S. Probiotics for prevention and treatment of diarrhea. Journal of
Clinical Gastroenterology. 2011;45:5149-S53.

5. Ford AC, Quigley EM, Lacy BE, Lembo AJ, Saito YA, Schiller LR, et al. Efficacy
of prebiotics, probiotics, and synbiotics in irritable bowel syndrome and chronic
idiopathic constipation: systematic review and meta-analysis. Official Journal of the
American College of Gastroenterology| ACG. 2014;109(10):1547-61.

6. Guo Z, Liu X, Zhang Q, Shen Z, Tian F, Zhang H, et al. Influence of consumption
of probiotics on the plasma lipid profile: a meta-analysis of randomised controlled
trials. Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases. 2011;21(11):844-50.

7. Sun J, Buys N. Effects of probiotics consumption on lowering lipids and CVD risk
factors: a systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials. Annals
of Medicine. 2015;47(6):430-40.

8. Khalesi S, Sun J, Buys N, Jayasinghe R. Effect of probiotics on blood pressure: a
systematic review and meta-analysis of randomized, controlled trials. Hypertension.
2014:;64(4):897-903.

9. Nikbakht E, Khalesi S, Singh I, Williams LT, West NP, Colson N. Effect of
probiotics and synbiotics on blood glucose: a systematic review and meta-analysis of
controlled trials. European Journal of Nutrition. 2018;57(1):95-106.

10. Sun J, Buys NJ. Glucose-and glycaemic factor-lowering effects of probiotics on
diabetes: a meta-analysis of randomised placebo-controlled trials. British Journal of
Nutrition. 2016;115(7):1167-77.

11. Foster JA, Lyte M, Meyer E, Cryan JF. Gut microbiota and brain function: an
evolving field in neuroscience. International Journal of Neuropsychopharmacology.
2016;19(5).

12. Reid G, Sanders M, Gaskins HR, Gibson GR, Mercenier A, Rastall R, et al. New
scientific paradigms for probiotics and prebiotics. Journal of Clinical
Gastroenterology. 2003;37(2):105-18.

13. Hennessy M. What’s driving growth in functional food and beverages? A
convergence of nutrition, convenience and taste [online]. 2013.



91

14. Misra S, Pandey P, Mishra HN. Novel approaches for co-encapsulation of
probiotic bacteria with bioactive compounds, their health benefits and functional food
product development: A review. Trends in Food Science & Technology. 2021.

15. Shishir MRI, Xie L, Sun C, Zheng X, Chen W. Advances in micro and nano-
encapsulation of bioactive compounds using biopolymer and lipid-based transporters.
Trends in Food Science & Technology. 2018.

16. Tripathi MK, Giri SK. Probiotic functional foods: Survival of probiotics during
processing and storage. Journal of Functional Foods. 2014;9:225-41.

17. Markowiak P, Slizewska K. Effects of probiotics, prebiotics, and synbiotics on
human health. Nutrients. 2017;9(9):1021.

18. O’Bryan C, Pak D, Crandall P, Lee S, Ricke S. The role of prebiotics and
probiotics in human health. J Prob Health. 2013;1(108):2.

19. Gibson GR, Roberfroid MB. Dietary modulation of the human colonic microbiota:
introducing the concept of prebiotics. The Journal of Nutrition. 1995;125(6):1401-12.

20. Bengmark S. Bioecologic control of the gastrointestinal tract: the role of flora and
supplemented probiotics and synbiotics. Gastroenterology Clinics. 2005;34(3):413-
36.

21. Verma SK, David J, Chandra R. Synbiotics: Potential Dietary Supplements in
Functional Foods. Indian Dairyman. 2012.

22. Begum PS, Madhavi G, Rajagopal S, Viswanath B, Razak MA, Venkatarathnamma
V. Probiotics as functional foods: potential effects on human health and its impact on
neurological diseases. International Journal of Nutrition, Pharmacology, Neurological
Diseases. 2017;7(2):23.

23. Tirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinin Genel Etiketleme ve Beslenme YOninden
Etiketleme Kurallar1 Tebliginde Degisiklik Yapilmas1 Hakkindaki Teblig, (2006/34)
(2017).

24. de Vos P, Faas MM, Spasojevic M, Sikkema J. Encapsulation for preservation of
functionality and targeted delivery of bioactive food components. International Dairy
Journal. 2010;20(4):292-302.

25. Shori AB. The potential applications of probiotics on dairy and non-dairy foods
focusing on viability during storage. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology.
2015;4(4):423-31.

26. Moumita S, Goderska K, Johnson EM, Das B, Indira D, Yadav R, et al. Evaluation
of the viability of free and encapsulated lactic acid bacteria using in-vitro gastro
intestinal model and survivability studies of synbiotic microcapsules in dry food
matrix during storage. LWT-Food Science and Technology. 2017;77:460-7.

27. Amine KM, Champagne CP, Raymond Y, St-Gelais D, Britten M, Fustier P, et al.
Survival of microencapsulated Bifidobacterium longum in Cheddar cheese during
production and storage. Food Control. 2014;37:193-9.

28. Ghorbanzade T, Jafari SM, Akhavan S, Hadavi R. Nano-encapsulation of fish oil
in nano-liposomes and its application in fortification of yogurt. Food Chemistry.
2017;216:146-52.



92

29. Bhushani JA, Anandharamakrishnan C. Electrospinning and electrospraying
techniques: Potential food based applications. Trends in Food Science & Technology.
2014;38(1):21-33.

30. de Souza Simdes L, Madalena DA, Pinheiro AC, Teixeira JA, Vicente AA, Ramos
OL. Micro-and nano bio-based delivery systems for food applications: In vitro
behavior. Advances in Colloid and Interface Science. 2017;243:23-45.

31. Chavarri M, Marafion |, Villardn MC. Encapsulation technology to protect
probiotic bacteria. Probiotics: InTech; 2012.

32. Ghorani B, Tucker N. Fundamentals of electrospinning as a novel delivery vehicle
for bioactive compounds in food nanotechnology. Food Hydrocolloids. 2015;51:227-
40.

33. Shori AB. Microencapsulation improved probiotics survival during gastric transit.
Hayati Journal of Biosciences. 2017;24(1):1-5.

34. El-Salam MH, EI-Shibiny S. Formation and potential uses of milk proteins as nano
delivery vehicles for nutraceuticals: a review. International journal of dairy
technology. 2012;65(1):13-21.

35. Fathi M, Martin A, McClements DJ. Nanoencapsulation of food ingredients using
carbohydrate based delivery systems. Trends in Food Science & Technology.
2014;39(1):18-39.

36. Grumezescu A. Nutrient Delivery: Academic Press; 2016.

37. Food and Agriculture Organization, (FAO/WHO). Joint FAO/WHO working
group report on drafting guidelines for the evaluation of probiotics in food. FAO/WHO
London, ON; 2002.

38. Cho KM, Lee JH, Yun HD, Ahn BY, Kim H, Seo WT. Changes of phytochemical
constituents (isoflavones, flavanols, and phenolic acids) during cheonggukjang
soybeans fermentation using potential probiotics Bacillus subtilis CS90. Journal of
Food Composition and Analysis. 2011;24(3):402-10.

39. Ding W, Shah NP. Enhancing the biotransformation of isoflavones in soymilk
supplemented with lactose using probiotic bacteria during extended fermentation.
Journal of Food Science. 2010;75(3):M140-M?9.

40. Makinen K, Berger B, Bel-Rhlid R, Ananta E. Science and technology for the
mastership of probiotic applications in food products. Journal of Biotechnology.
2012;162(4):356-65.

41. Rivera-Espinoza Y, Gallardo-Navarro Y. Non-dairy probiotic products. Food
Microbiology. 2010;27(1):1-11.

42. Vinderola C, Reinheimer J. Lactic acid starter and probiotic bacteria: a
comparative “in vitro” study of probiotic characteristics and biological barrier
resistance. Food Research International. 2003;36(9-10):895-904.

43. Butel M-J. Probiotics, gut microbiota and health. Médecine et Maladies
Infectieuses. 2014;44(1):1-8.

44. Gibson GR, Hutkins R, Sanders ME, Prescott SL, Reimer RA, Salminen SJ, et al.
Expert consensus document: The International Scientific Association for Probiotics



93

and Prebiotics (ISAPP) consensus statement on the definition and scope of prebiotics.
Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology. 2017;14(8):491.

45. Lee YK. Selection and maintenance of probiotic microorganisms. Handbook of
Probiotics and Prebiotics Wiley-VCH, Weinheim, Germany. 2009:177-87.

46. Sanders ME, Gibson G, Gill HS, Guarner F. Probiotics: their potential to impact
human health. Council for Agricultural Science and Technology Issue Paper.
2007;36:1-20.

47. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA). Opinion of the Scientific Committee on
a request from EFSA related to a generic approach to the safety assessment by EFSA
of microorganisms used in food/feed and the production of food/feed additives. EFSA
Journal. 2005;3(6):226.

48. Skokovic-Sunjic D. Clinical Guide to Probiotic Products Available in Canada
2021 [Available from:
http://www.probioticchart.ca/PBCAdultHealth.html?utm_source=adult ind&utm_me
dium=civ&utm_campaign=CDN_CHART.

49. Ricci A, Allende A, Bolton D, Chemaly M, Davies R, Girones R, et al. Scientific
Opinion on the update of the list of QPS-recommended biological agents intentionally
added to food or feed as notified to EFSA. EFSA Journal. 2017;15(3).

50. GaoD, LiuZ, LiuF, ChenL, Wang W, MaJ, et al. Study of the immunoregulatory
effect of Lactobacillus rhamnosus 1.0320 in immunosuppressed mice. Journal of
Functional Foods. 2021;79:104423.

51. Di Caro S, Tao H, Grillo A, Elia C, Gasbarrini G, Sepulveda A, et al. Effects of
Lactobacillus GG on genes expression pattern in small bowel mucosa. Digestive and
Liver Disease. 2005;37(5):320-9.

52. Ludwig IS, Broere F, Manurung S, Lambers TT, van der Zee R, van Eden W.
Lactobacillus rhamnosus GG-derived soluble mediators modulate adaptive immune
cells. Frontiers in Immunology. 2018;9:1546.

53. Yan F, Cao H, Cover TL, Washington MK, Shi Y, Liu L, et al. Colon-specific
delivery of a probiotic-derived soluble protein ameliorates intestinal inflammation in
mice through an EGFR-dependent mechanism. The Journal of Clinical Investigation.
2011;121(6):2242-53.

54. Park K, Park S, Nagappan A, Ray N, Kim J, Yoon S, et al. Probiotic Escherichia
coli Ameliorates Antibiotic-Associated Anxiety Responses in Mice. Nutrients.
2021;13(3):811.

55. Chmielewska A, Szajewska H. Systematic review of randomised controlled trials:
probiotics for functional constipation. World Journal of Gastroenterology: WJG.
2010;16(1):69.

56. Behnsen J, Deriu E, Sassone-Corsi M, Raffatellu M. Probiotics: properties,
examples, and specific applications. Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine.
2013;3(3):a010074.

57. Crook N, Ferreiro A, Gasparrini AJ, Pesesky MW, Gibson MK, Wang B, et al.
Adaptive strategies of the candidate probiotic E. coli Nissle in the mammalian gut.
Cell Host & Microbe. 2019;25(4):499-512. e8.



http://www.probioticchart.ca/PBCAdultHealth.html?utm_source=adult_ind&utm_medium=civ&utm_campaign=CDN_CHART
http://www.probioticchart.ca/PBCAdultHealth.html?utm_source=adult_ind&utm_medium=civ&utm_campaign=CDN_CHART

94

58. Vandenbergh PA. Lactic acid bacteria, their metabolic products and interference
with microbial growth. FEMS Microbiology Reviews. 1993;12(1-3):221-37.

59. Simon O, Jadamus A, Vahjen W. Probiotic feed additives-effectiveness and
expected modes of action. Journal of Animal and Feed Sciences. 2001;10:51-68.

60. Isolauri E, Sitas Y, Kankaanpaa P, Arvilommi H, Salminen S. Probiotics: effects
on immunity. The American Journal of Clinical Nutrition. 2001;73(2):444s-50s.

61. Branddo RL, Castro IM, Bambirra EA, Amaral SC, Fietto LG, Tropia MJM, et al.
Intracellular Signal Triggered by Cholera Toxin inSaccharomyces boulardii and
Saccharomyces  cerevisiae.  Applied and Environmental  Microbiology.
1998;64(2):564-8.

62. Schachtsiek M, Hammes WP, Hertel C. Characterization of Lactobacillus
coryniformis DSM 20001T surface protein Cpf mediating coaggregation with and
aggregation among pathogens. Applied and Environmental Microbiology.
2004;70(12):7078-85.

63. Oelschlaeger TA. Mechanisms of probiotic actions—a review. International
Journal of Medical Microbiology. 2010;300(1):57-62.

64. Begley M, Hill C, Gahan CG. Bile salt hydrolase activity in probiotics. Applied
and Environmental Microbiology. 2006;72(3):1729-38.

65. Collado M, Meriluoto J, Salminen S. Interactions between pathogens and lactic
acid bacteria: aggregation and coaggregation abilities. Eur J Food Res Technol.
2008;226(5):1065-73.

66. Gill HS, Cross ML. Probiotics and Immune Function. Nutrition and Immune
Function. 2002:251.

67. Marteau P, Shanahan F. Basic aspects and pharmacology of probiotics: an
overview of pharmacokinetics, mechanisms of action and side-effects. Best Practice
& Research Clinical Gastroenterology. 2003;17(5):725-40.

68. Schatzmayr G, Zehner F, Taubel M, Schatzmayr D, Klimitsch A, Loibner AP, et
al. Microbiologicals for deactivating mycotoxins. Molecular Nutrition & Food
Research. 2006;50(6):543-51.

69. Nikbakht Nasrabadi E, Jamaluddin R, Abdul Mutalib M, Khaza'ai H, Khalesi S,
Mohd Redzwan S. Reduction of aflatoxin level in aflatoxin-induced rats by the activity
of probiotic L actobacillus casei strain S hirota. Journal of Applied Microbiology.
2013;114(5):1507-15.

70. Nova E, Warnberg J, Gémez-Martinez S, Diaz LE, Romeo J, Marcos A.
Immunomodulatory effects of probiotics in different stages of life. British Journal of
Nutrition. 2007;98(S1):S90-S5.

71. Reid G, McGroarty JA, Angotti R, Cook RL. Lactobacillus inhibitor production
against Escherichia coli and coaggregation ability with uropathogens. Canadian
Journal of Microbiology. 1988;34(3):344-51.

72. Ishikawa H, Akedo I, Otani T, Suzuki T, Nakamura T, Takeyama I, et al.
Randomized trial of dietary fiber and Lactobacillus casei administration for prevention
of colorectal tumors. International Journal of Cancer. 2005;116(5):762-7.



95

73. Upadrasta A, Madempudi RS. Probiotics and blood pressure: current insights.
Integrated Blood Pressure Control. 2016;9:33.

74. Khalesi S, Sun J, Buys N, Jayasinghe R. Effect of probiotics on blood pressure: a
systematic review and meta-analysis of randomized, controlled trials. Hypertension.
2014; (114): 03469.

75. Ruan Y, Sun J, He J, Chen F, Chen R, Chen H. Effect of probiotics on glycemic
control: a systematic review and meta-analysis of randomized, controlled trials. PloS
one. 2015;10(7):e0132121.

76. de LeBlanc AdM, Chaves S, Carmuega E, Weill R, Antoine J, Perdigon G. Effect
of long-term continuous consumption of fermented milk containing probiotic bacteria
on mucosal immunity and the activity of peritoneal macrophages. Immunobiology.
2008;213(2):97-108.

77. Foligne B, Nutten S, Grangette C, Dennin V, Goudercourt D, Poiret S, et al.
Correlation between in vitro and in vivo immunomodulatory properties of lactic acid
bacteria. World Journal of Gastroenterology: WJG. 2007;13(2):236.

78. Park D-Y, Ahn Y-T, Park S-H, Huh C-S, Yoo S-R, Yu R, et al. Supplementation
of Lactobacillus curvatus HY7601 and Lactobacillus plantarum KY1032 in diet-
induced obese mice is associated with gut microbial changes and reduction in obesity.
PloS one. 2013;8(3):59470.

79. Choi S-H, Lee S-H, Kim MG, Lee HJ, Kim G-B. Lactobacillus plantarum
CAU1055 ameliorates inflammation in lipopolysaccharide-induced RAW264. 7 cells
and a dextran sulfate sodium-induced colitis animal model. Journal of Dairy Science.
2019;102(8):6718-25.

80. Chen C-C, Kong M-S, Lai M-W, Chao H-C, Chang K-W, Chen S-Y, et al.
Probiotics have clinical, microbiologic, and immunologic efficacy in acute infectious
diarrhea. The Pediatric Infectious Disease Journal. 2010;29(2):135-8.

81. Urbanska AM, Paul A, Bhahena J, Prakash S. Suppression of tumorigenesis:
modulation of inflammatory cytokines by oral administration of microencapsulated
probiotic yogurt formulation. International Journal of Inflammation. 2010;2010.

82. Mileti E, Matteoli G, |Iliev ID, Rescigno M. Comparison of the
immunomodulatory properties of three probiotic strains of Lactobacilli using complex
culture systems: prediction for in vivo efficacy. PloS One. 2009;4(9):e7056.

83. Alansari MM, Sahlah SA, AlHumaid L, Singh AR. Probiotic lactobacilli: Can be
a remediating supplement for pandemic COVID-19. A review. Journal of King Saud
University-Science. 2020:101286.

84. Rajkumar H, Kumar M, Das N, Kumar SN, Challa HR, Nagpal R. Effect of
probiotic Lactobacillus salivarius UBL S22 and prebiotic fructo-oligosaccharide on
serum lipids, inflammatory markers, insulin sensitivity, and gut bacteria in healthy
young volunteers: a randomized controlled single-blind pilot study. Journal of
Cardiovascular Pharmacology and Therapeutics. 2015;20(3):289-98.

85. Lammers KM, Brigidi P, Vitali B, Gionchetti P, Rizzello F, Caramelli E, et al.
Immunomodulatory effects of probiotic bacteria DNA: IL-1 and IL-10 response in



96

human peripheral blood mononuclear cells. FEMS Immunology & Medical
Microbiology. 2003;38(2):165-72.

86. SierraS, Lara-Villoslada F, Sempere L, Olivares M, Boza J, Xaus J. Intestinal and
immunological effects of daily oral administration of Lactobacillus salivarius
CECT5713 to healthy adults. Anaerobe. 2010;16(3):195-200.

87. Fong FY, Kirjavainen P, Wong VY, ElI-Nezami H. Immunomodulatory effects of
Lactobacillus rhamnosus GG on dendritic cells, macrophages and monocytes from
healthy donors. Journal of Functional Foods. 2015;13:71-9.

88. Childs CE, Roytio H, Alhoniemi E, Fekete AA, Forssten SD, Hudjec N, et al.
Xylo-oligosaccharides alone or in synbiotic combination with Bifidobacterium
animalis subsp. lactis induce bifidogenesis and modulate markers of immune function
in healthy adults: a double-blind, placebo-controlled, randomised, factorial cross-over
study. British Journal of Nutrition. 2014;111(11):1945-56.

89. Ibrahim NS, Muhamad AS, Ooi FK, Meor-Osman J, Chen CK. The effects of
combined probiotic ingestion and circuit training on muscular strength and power and
cytokine responses in young males. Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism.
2018;43(2):180-6.

90. Ibrahim NS, Ooi FK, Chen CK, Muhamad AS. Effects of probiotics
supplementation and circuit training on immune responses among sedentary young
males. The Journal of Sports Medicine and Physical Fitness. 2017;58(7-8):1102-9.

91. Boesmans L, Valles-Colomer M, Wang J, Eeckhaut V, Falony G, Ducatelle R, et
al. Butyrate producers as potential next-generation probiotics: safety assessment of the
administration of Butyricicoccus pullicaecorum to healthy volunteers. Msystems.
2018;3(6):e00094-18.

92. Kelly JR, Allen AP, Temko A, Hutch W, Kennedy PJ, Farid N, et al. Lost in
translation? The potential psychobiotic Lactobacillus rhamnosus (JB-1) fails to
modulate stress or cognitive performance in healthy male subjects. Brain, Behavior,
and Immunity. 2017;61:50-9.

93. Mohr AE, Basile AJ, Meli’sa SC, Sweazea KL, Carpenter KC. Probiotic
supplementation has a limited effect on circulating immune and inflammatory markers
in healthy adults: A systematic review of randomized controlled trials. Journal of the
Academy of Nutrition and Dietetics. 2020;120(4):548-64.

94. Klaenhammer TR, Kleerebezem M, Kopp MV, Rescigno M. The impact of
probiotics and prebiotics on the immune system. Nature Reviews Immunology.
2012;12(10):728-34.

95. Larsen N, Vogensen FK, Ggbel RJ, Michaelsen KF, Forssten SD, Lahtinen SJ, et
al. Effect of Lactobacillus salivarius Ls-33 on fecal microbiota in obese adolescents.
Clinical Nutrition. 2013;32(6):935-40.

96. Ggbel RJ, Larsen N, Jakobsen M, Mglgaard C, Michaelsen KF. Probiotics to
adolescents with obesity: effects on inflammation and metabolic syndrome. Journal of
Pediatric Gastroenterology and Nutrition. 2012;55(6):673-8.

97. KadookaY, Sato M, Imaizumi K, Ogawa A, Ikuyama K, Akai Y, et al. Regulation
of abdominal adiposity by probiotics (Lactobacillus gasseri SBT2055) in adults with



97

obese tendencies in a randomized controlled trial. European Journal of Clinical
Nutrition. 2010;64(6):636.

98. Kadooka Y, Sato M, Ogawa A, Miyoshi M, Uenishi H, Ogawa H, et al. Effect of
Lactobacillus gasseri SBT2055 in fermented milk on abdominal adiposity in adults in
a randomised controlled trial. British Journal of Nutrition. 2013;110(9):1696-703.

99. Sharafedtinov KK, Plotnikova OA, Alexeeva RI, Sentsova TB, Songisepp E,
Stsepetova J, et al. Hypocaloric diet supplemented with probiotic cheese improves
body mass index and blood pressure indices of obese hypertensive patients-a
randomized double-blind placebo-controlled pilot study. Nutrition Journal.
2013;12(1):138.

100. Zarrati M, Salehi E, Mofid V, Zadeh-Attar MH, Nourijelyani K, Bidad K, et al.
Relationship between probiotic consumption and IL-10 and IL-17 secreted by PBMCs
in overweight and obese people. Iranian Journal of Allergy, Asthma and Immunology.
2013;12(4):404-6.

101. Agerholm-Larsen L, Raben A, Haulrik N, Hansen A, Manders M, Astrup A.
Effect of 8 week intake of probiotic milk products on risk factors for cardiovascular
diseases. European Journal of Clinical Nutrition. 2000;54(4):288.

102. Rajkumar H, Mahmood N, Kumar M, Varikuti SR, Challa HR, Myakala SP.
Effect of probiotic (VSL# 3) and omega-3 on lipid profile, insulin sensitivity,
inflammatory markers, and gut colonization in overweight adults: a randomized,
controlled trial. Mediators of Inflammation. 2014;2014.

103. Brahe LK, Le Chatelier E, Prifti E, Pons N, Kennedy S, Bladel T, et al. Dietary
modulation of the gut microbiota—a randomised controlled trial in obese
postmenopausal women. British Journal of Nutrition. 2015;114(3):406-17.

104. lvey KL, Hodgson JM, Kerr DA, Thompson PL, Stojceski B, Prince RL. The
effect of yoghurt and its probiotics on blood pressure and serum lipid profile; a
randomised controlled trial. Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases.
2015;25(1):46-51.

105. Leber B, Tripolt N, Blattl D, Eder M, Wascher T, Pieber T, et al. The influence
of probiotic supplementation on gut permeability in patients with metabolic syndrome:
an open label, randomized pilot study. European Journal of Clinical Nutrition.
2012;66(10):1110.

106. Tripolt N, Leber B, Blattl D, Eder M, Wonisch W, Scharnagl H, et al. Effect of
supplementation with Lactobacillus casei Shirota on insulin sensitivity, p-cell
function, and markers of endothelial function and inflammation in subjects with
metabolic syndrome—A pilot study. Journal of Dairy Science. 2013;96(1):89-95.

107. Barreto FM, Simdo AC, Morimoto HK, Lozovoy MB, Dichi I, da Silva
Miglioranza LH. Beneficial effects of Lactobacillus plantarum on glycemia and
homocysteine levels in postmenopausal women with metabolic syndrome. Nutrition.
2014;30(7-8):939-42.

108. Hariri M, Salehi R, Feizi A, Mirlohi M, Ghiasvand R, Habibi N. A randomized,
double-blind, placebo-controlled, clinical trial on probiotic soy milk and soy milk:



98

effects on epigenetics and oxidative stress in patients with type 11 diabetes. Genes &
Nutrition. 2015;10(6):52.

109. Tonucci LB, dos Santos KO, de Oliveira LL, Ribeiro SR, Martino HD. Clinical
application of probiotics in type 2 diabetes mellitus: A randomized, double-blind,
placebo-controlled study. Clinical Nutrition. 2017;36(1):85-92.

110. Mohamadshahi M, Veissi M, Haidari F, Javid AZ, Mohammadi F, Shirbeigi E.
Effects of probiotic yogurt consumption on lipid profile in type 2 diabetic patients: A
randomized controlled clinical trial. Journal of Research in Medical Sciences: the
Official Journal of Isfahan University of Medical Sciences. 2014;19(6):531.

111. Ejtahed HS, Mohtadi-Nia J, Homayouni-Rad A, Niafar M, Asghari-Jafarabadi
M, Mofid V. Probiotic yogurt improves antioxidant status in type 2 diabetic patients.
Nutrition. 2012;28(5):539-43.

112. Ejtahed H, Mohtadi-Nia J, Homayouni-Rad A, Niafar M, Asghari-Jafarabadi M,
Mofid V, et al. Effect of probiotic yogurt containing Lactobacillus acidophilus and
Bifidobacterium lactis on lipid profile in individuals with type 2 diabetes mellitus.
Journal of Dairy Science. 2011;94(7):3288-94.

113. Andreasen AS, Larsen N, Pedersen-Skovsgaard T, Berg RM, Mgller K,
Svendsen KD, et al. Effects of Lactobacillus acidophilus NCFM on insulin sensitivity
and the systemic inflammatory response in human subjects. British Journal of
Nutrition. 2010;104(12):1831-8.

114. Vajro P, Mandato C, Licenziati MR, Franzese A, Vitale DF, Lenta S, et al.
Effects of Lactobacillus rhamnosus strain GG in pediatric obesity-related liver disease.
Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition. 2011;52(6):740-3.

115. Aller R, De Luis D, lzaola O, Conde R, Gonzalez Sagrado M, Primo D, et al.
Effect of a probiotic on liver aminotransferases in nonalcoholic fatty liver disease
patients: a double blind randomized clinical trial. Eur Rev Med Pharmacol Sci.
2011;15(9):1090-5.

116. Nabavi S, Rafraf M, Somi M, Homayouni-Rad A, Asghari-Jafarabadi M. Effects
of probiotic yogurt consumption on metabolic factors in individuals with nonalcoholic
fatty liver disease. Journal of Dairy Science. 2014;97(12):7386-93.

117. Alisi A, Bedogni G, Baviera G, Giorgio V, Porro E, Paris C, et al. Randomised
clinical trial: the beneficial effects of VSL# 3 in obese children with non-alcoholic
steatohepatitis. Alimentary Pharmacology & Therapeutics. 2014;39(11):1276-85.

118. Wang K-Y, Li S-N, Liu C-S, Perng D-S, Su Y-C, Wu D-C, et al. Effects of
ingesting Lactobacillus-and Bifidobacterium-containing yogurt in subjects with
colonized Helicobacter pylori. The American Journal of Clinical Nutrition.
2004;80(3):737-41.

119. Cats A, Kuipers E, Bosschaert M, Pot R, Vandenbroucke-Grauls C, Kusters J.
Effect of frequent consumption of a Lactobacillus casei-containing milk drink in
Helicobacter pylori-colonized subjects. Alimentary Pharmacology & Therapeutics.
2003;17(3):429-35.

120. Kotowska M, Albrecht P, Szajewska H. Saccharomyces boulardii in the
prevention of antibiotic-associated diarrhoea in children: a randomized double-blind



99

placebo-controlled trial. Alimentary Pharmacology & Therapeutics. 2005;21(5):583-
90.

121. Sood A, Midha V, Makharia GK, Ahuja V, Singal D, Goswami P, et al. The
probiotic preparation, VSL# 3 induces remission in patients with mild-to-moderately
active ulcerative colitis. Clinical Gastroenterology and Hepatology. 2009;7(11):1202-
9.el.

122. Niv E, Naftali T, Hallak R, VVaisman N. The efficacy of Lactobacillus reuteri
ATCC 55730 in the treatment of patients with irritable bowel syndrome—a double
blind, placebo-controlled, randomized study. Clinical Nutrition. 2005;24(6):925-31.

123. Wickens K, Black PN, Stanley TV, Mitchell E, Fitzharris P, Tannock GW, et al.
A differential effect of 2 probiotics in the prevention of eczema and atopy: a double-
blind, randomized, placebo-controlled trial. Journal of Allergy and Clinical
Immunology. 2008;122(4):788-94.

124. Weston S, Halbert A, Richmond P, Prescott SL. Effects of probiotics on atopic
dermatitis: a randomised controlled trial. Archives of Disease in Childhood.
2005;90(9):892-7.

125. Niers L, Martin R, Rijkers G, Sengers F, Timmerman H, Van Uden N, et al. The
effects of selected probiotic strains on the development of eczema (the PandA study).
Allergy. 2009;64(9):1349-58.

126. Ggbel R, Larsen N, Mglgaard C, Jakobsen M, Michaelsen KF. Probiotics to
young children with atopic dermatitis: a randomized placebo-controlled trial.
International Journal of Probiotics & Prebiotics. 2010;5(2):53.

127. Hertzler SR, Clancy SM. Kefir improves lactose digestion and tolerance in adults
with lactose maldigestion. Journal of the American Dietetic Association.
2003;103(5):582-7.

128. Roskar I, Svigelj K, Stempelj M, Volfand J, Stabuc B, Malovrh S, et al. Effects
of a probiotic product containing Bifidobacterium animalis subsp. animalis IM386 and
Lactobacillus plantarum MP2026 in lactose intolerant individuals: Randomized,
placebo-controlled clinical trial. Journal of Functional Foods. 2017;35:1-8.

129. Liu Z, Qin H, Yang Z, Xia Y, Liu W, Yang J, et al. Randomised clinical trial:
the effects of perioperative probiotic treatment on barrier function and post-operative
infectious complications in colorectal cancer surgery—a double-blind study.
Alimentary Pharmacology & Therapeutics. 2011;33(1):50-63.

130. Chitapanarux I, Chitapanarux T, Traisathit P, Kudumpee S, Tharavichitkul E,
Lorvidhaya V. Randomized controlled trial of live lactobacillus acidophilus plus
bifidobacterium bifidum in prophylaxis of diarrhea during radiotherapy in cervical
cancer patients. Radiation Oncology. 2010;5(1):31.

131. Osterlund P, Ruotsalainen T, Korpela R, Saxelin M, Ollus A, Valta P, et al.
Lactobacillus supplementation for diarrhoea related to chemotherapy of colorectal
cancer: a randomised study. British Journal of Cancer. 2007;97(8):1028.

132. Korbekandi H, Mortazavian A, Iravani S. Technology and stability of probiotic
in fermented milks containing probiotics and prebiotics In: Probiotic and prebiotic



100

foods: technology, stability and benefits to the human health. Shah, NP, da Cruz, AG,
Faria, JAF. Nova Science Publishers, Inc. USA; 2011.

133. Da Cruz AG, Faria JF, Saad Sl, Bolini HA, Sant AS, Cristianini M. High
pressure processing and pulsed electric fields: potential use in probiotic dairy foods
processing. Trends in Food Science & Technology. 2010;21(10):483-93.

134. Madureira AR, Amorim M, Gomes AM, Pintado ME, Malcata FX. Protective
effect of whey cheese matrix on probiotic strains exposed to simulated gastrointestinal
conditions. Food Research International. 2011;44(1):465-70.

135. Nag A. Development of a microencapsulation technique for probiotic bacteria
Lactobacillus casei 431 using a protein-polysaccharide complex. Palmerston North,
New Zealand: Massey University; 2011.

136. Kailasapathy K, Supriadi D. Effect of whey protein concentrate on the survival
of Lactobacillus acidophilus in lactose hydrolysed yoghurt during refrigerated storage.
Milchwissenschaft (Germany). 1996.

137. Lankaputhra W, Shah N, Britz M. Survival of bifidobacteria during refrigerated
storage in the presence of acid and hydrogen peroxide. Milchwissenschaft. 1996.

138. Dave RI, Shah NP. Viability of yoghurt and probiotic bacteria in yoghurts made
from commercial starter cultures. International Dairy Journal. 1997;7(1):31-41.

139. Anal AK, Singh H. Recent advances in microencapsulation of probiotics for
industrial applications and targeted delivery. Trends in Food Science & Technology.
2007;18(5):240-51.

140. Stanton C, Desmond C, Coakley M, Collins JK, Fitzgerald G, Ross RP.
Challenges facing development of probiotic-containing functional foods. Handbook
of Fermented Functional Foods: CRC press; 2003. p. 27-58.

141. Goldin BR, Gorbach SL, Saxelin M, Barakat S, Gualtieri L, Salminen S.
Survival of Lactobacillus species (strain GG) in human gastrointestinal tract. Digestive
Diseases and Sciences. 1992;37(1):121-8.

142. Ramachandran C, Rani RS, Usha A. Evaluation of safety, antimicrobial activity
and probiotic properties of Escherichia coli Nissle 1917 isolated from Idli batter.
Research Journal of Biotechnology Vol. 2016;11:7.

143. Charteris W, Kelly P, Morelli L, Collins J. Development and application of an
in vitro methodology to determine the transit tolerance of potentially probiotic
Lactobacillus and Bifidobacterium species in the upper human gastrointestinal tract.
Journal of Applied Microbiology. 1998;84(5):759-68.

144, Haller D, Colbus H, Génzle M, Scherenbacher P, Bode C, Hammes W.
Metabolic and functional properties of lactic acid bacteria in the gastro-intestinal
ecosystem: a comparative in vitro studybetween bacteria of intestinal and fermented
food origin. Systematic and Applied Microbiology. 2001;24(2):218-26.

145. Marteau P, Pochart P, Bouhnik Y, Rambaud J-C. The fate and effects of
transiting, nonpathogenic microorganisms in the human intestine. Intestinal Flora,
Immunity, Nutrition and Health. 74: Karger Publishers; 1993. p. 1-21.



101

146. Singh S, Sharma RK, Malhotra S, Pothuraju R, Shandilya UK, Kumar A.
Probiotic attributes of Lactobacillus rhamnosus of dairy origin and effectiveness of
almond in stimulation of its growth in vitro. Indian Journal of Dairy Science.
2012;65(4).

147. Kullisaar T, Zilmer M, Mikelsaar M, Vihalemm T, Annuk H, Kairane C, et al.
Two antioxidative lactobacilli strains as promising probiotics. International Journal of
Food Microbiology. 2002;72(3):215-24.

148. Ahn J-B, Hwang H-J, Park J-H. Physiological responses of oxygen-tolerant
anaerobic Bifidobacterium longum under oxygen. Journal of Microbiology and
Biotechnology. 2001;11(3):443-51.

149. Neffe-Skocinska K, Rzepkowska A, Szydlowska A, Kotozyn-Krajewska D.
Trends and Possibilities of the Use of Probiotics in Food Production. Alternative and
Replacement Foods: Elsevier; 2018. p. 65-94.

150. Shafiei Y. Probiotic and Synbiotic Yogurt Production Using Free or
Alginate/Resistant Starch Microencapsulated Lactobacillus plantarum. Role of
Materials Science in Food Bioengineering: Elsevier; 2018. p. 301-28.

151. Sagis LM. Microencapsulation and microspheres for food applications:
Academic Press; 2015.

152. Dias DR, Botrel DA, Fernandes RB, Borges SV. Encapsulation as a tool for
bioprocessing of functional foods. Current Opinion in Food Science. 2017;13:31-7.

153. Robin A-L, Sankhla D. European legislative framework controlling the use of
food additives. Essential Guide to Food Additives: Royal Society of Chemistry; 2013.
p. 44-64.

154. Bakry AM, Abbas S, Ali B, Majeed H, Abouelwafa MY, Mousa A, et al.
Microencapsulation of oils: a comprehensive review of benefits, techniques, and
applications. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety.
2016;15(1):143-82.

155. Rodriguez J, Martin MJ, Ruiz MA, Clares B. Current encapsulation strategies
for bioactive oils: From alimentary to pharmaceutical perspectives. Food Research
International. 2016;83:41-59.

156. Martin MJ, Lara-Villoslada F, Ruiz MA, Morales ME. Microencapsulation of
bacteria: A review of different technologies and their impact on the probiotic effects.
Innovative Food Science & Emerging Technologies. 2015;27:15-25.

157. Vandamme TF, Gbassi GK, Nguyen TL, Li X. Microencapsulation of probiotics.
Encapsulation and Controlled Release Technologies in Food Systems. 2016:97-128.

158. Rokka S, Rantamdki P. Protecting probiotic bacteria by microencapsulation:
challenges for industrial applications. European Food Research and Technology.
2010;231(1):1-12.

159. Ozcan T, Altun B. Siit iriinlerinde probiyotik bakterilerin mikroenkapsiilasyonu

I: Enkapsiilasyon teknikleri. Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi.
2013;27(2):93-104.



102

160. Paéz R, Lavari L, Vinderola G, Audero G, Cuatrin A, Zaritzky N, et al. Effect of
heat treatment and spray drying on lactobacilli viability and resistance to simulated
gastrointestinal digestion. Food Research International. 2012;48(2):748-54.

161. Semyonov D, Ramon O, Kaplun Z, Levin-Brener L, Gurevich N, Shimoni E.
Microencapsulation of Lactobacillus paracasei by spray freeze drying. Food Research
International. 2010;43(1):193-202.

162. Kailasapathy K. Microencapsulation of probiotic bacteria: technology and
potential applications. Current Issues in Intestinal Microbiology. 2002;3(2):39-48.

163. Gbassi GK, Vandamme T, Ennahar S, Marchioni E. Microencapsulation of
Lactobacillus plantarum spp in an alginate matrix coated with whey proteins.
International Journal of Food Microbiology. 2009;129(1):103-5.

164. Doherty S, Gee V, Ross R, Stanton C, Fitzgerald G, Brodkorb A. Development
and characterisation of whey protein micro-beads as potential matrices for probiotic
protection. Food Hydrocolloids. 2011;25(6):1604-17.

165. Heidebach T, Forst P, Kulozik U. Influence of casein-based microencapsulation
on freeze-drying and storage of probiotic cells. Journal of Food Engineering.
2010;98(3):309-16.

166. Riaz QA, Masud T. Recent trends and applications of encapsulating materials
for probiotic stability. Critical Reviews in Food Science and Nutrition.
2013;53(3):231-44.

167. King AH. Encapsulation of food ingredients: a review of available technology,
focusing on hydrocolloids. 1995.

168. Champagne C, Fustier P. Microencapsulation for delivery of probiotics and other
ingredients in functional dairy products. Functional Dairy Products: Elsevier; 2007.
p. 404-26.

169. Madene A, Jacquot M, Scher J, Desobry S. Flavour encapsulation and controlled
release—a review. International Journal of Food Science & Technology. 2006;41(1):1-
21.

170. Gouin S. Microencapsulation: industrial appraisal of existing technologies and
trends. Trends in Food Science & Technology. 2004;15(7-8):330-47.

171. Krasaekoopt W, Bhandari B, Deeth H. Evaluation of encapsulation techniques
of probiotics for yoghurt. International Dairy Journal. 2003;13(1):3-13.

172. Sheu T, Marshal R. Microencapsulation of lactobacilli in calcium alginates gels.
Journal Food Science. 1993;54:73-7.

173. Song SH, Cho YH, Park J. Microencapsulation of Lactobacillus casei YIT 9018
using a microporous glass membrane emulsification system. Journal of Food Science.
2003;68(1):195-200.

174. Annan N, Borza A, Hansen LT. Encapsulation in alginate-coated gelatin
microspheres improves survival of the probiotic Bifidobacterium adolescentis 15703T
during exposure to simulated gastro-intestinal conditions. Food Research
International. 2008;41(2):184-93.



103

175. Adhikari K, Mustapha A, Griin |, Fernando L. Viability of microencapsulated
bifidobacteria in set yogurt during refrigerated storage. Journal of Dairy Science.
2000;83(9):1946-51.

176. Desai KH, Jin Park H. Recent developments in microencapsulation of food
ingredients. Drying Technology. 2005;23(7):1361-94.

177. Mortazavian A, Razavi SH, Ehsani MR, Sohrabvandi S. Principles and methods
of microencapsulation of probiotic microorganisms. Iranian Journal of Biotechnology.
2007;5(1):1-18.

178. Beristain C, Garcia H, Vernon-Carter E. Spray-dried encapsulation of cardamom
(Elettaria cardamomum) essential oil with mesquite (Prosopis juliflora) gum. LWT-
Food Science and Technology. 2001;34(6):398-401.

179. Millgvist-Fureby A, Malmsten M, Bergenstahl B. An aqueous polymer two-
phase system as carrier in the spray-drying of biological material. Journal of Colloid
and Interface Science. 2000;225(1):54-61.

180. Shin Y-S, Baik B-H, Lee J-K. Liquid yogurt with encapsulated lactic acid
bacteria and method for producing the same. Google Patents; 2002.

181. Gibbs SK, Inteaz Alli, Catherine N. Mulligan, Bernard. Encapsulation in the
food industry: a review. International Journal of Food Sciences and Nutrition.
1999;50(3):213-24.

182. Sekhon BS. Food nanotechnology—an overview. Nanotechnology, Science and
Applications. 2010;3:1.

183. Quintanilla-Carvajal MX, Camacho-Diaz BH, Meraz-Torres LS, Chanona-Pérez
JJ, Alamilla-Beltrén L, Jimenéz-Aparicio A, et al. Nanoencapsulation: a new trend in
food engineering processing. Food Engineering Reviews. 2010;2(1):39-50.

184. Reza Mozafari M, Johnson C, Hatziantoniou S, Demetzos C. Nanoliposomes
and their applications in food nanotechnology. Journal of Liposome Research.
2008;18(4):309-27.

185. Vidhyalakshmi R, Bhakyaraj R, Subhasree R. Encapsulation “the future of
probiotics”-a review. Adv Biol Res. 2009;3(3-4):96-103.

186. Fathi M, Mozafari M-R, Mohebbi M. Nanoencapsulation of food ingredients
using lipid based delivery systems. Trends in Food Science & Technology.
2012;23(1):13-27.

187. Matalanis A, Jones OG, McClements DJ. Structured biopolymer-based delivery
systems for encapsulation, protection, and release of lipophilic compounds. Food
Hydrocolloids. 2011;25(8):1865-80.

188. Yeo Y, Baek N, Park K. Microencapsulation methods for delivery of protein
drugs. Biotechnology and Bioprocess Engineering. 2001;6(4):213-30.

189. Wongsasulak S, Patapeejumruswong M, Weiss J, Supaphol P, Yoovidhya T.
Electrospinning of food-grade nanofibers from cellulose acetate and egg albumen
blends. Journal of Food Engineering. 2010;98(3):370-6.

190. Bhardwaj N, Kundu SC. Electrospinning: a fascinating fiber fabrication
technique. Biotechnology Advances. 2010;28(3):325-47.



104

191. Greiner A, Wendorff JH. Electrospinning: a fascinating method for the
preparation of ultrathin fibers. Angewandte Chemie International Edition.
2007;46(30):5670-703.

192. Sill TJ, von Recum HA. Electrospinning: applications in drug delivery and tissue
engineering. Biomaterials. 2008;29(13):1989-2006.

193. Xue J, Xie J, Liu W, Xia Y. Electrospun nanofibers: new concepts, materials,
and applications. Accounts of Chemical Research. 2017;50(8):1976-87.

194. Kriegel C, Arrechi A, Kit K, McClements D, Weiss J. Fabrication,
functionalization, and application of electrospun biopolymer nanofibers. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition. 2008;48(8):775-97.

195. Stijnman AC, Bodnar I, Tromp RH. Electrospinning of food-grade
polysaccharides. Food Hydrocolloids. 2011;25(5):1393-8.

196. Hao S, Wang Y, Wang B, Deng J, Liu X, Liu J. Rapid preparation of pH-
sensitive polymeric nanoparticle with high loading capacity using electrospray for oral
drug delivery. Materials Science and Engineering: C. 2013;33(8):4562-7.

197. Zhang S, Kawakami K. One-step preparation of chitosan solid nanoparticles by
electrospray deposition. International Journal of Pharmaceutics. 2010;397(1-2):211-7.

198. Li R, Zhang Y, Polk DB, Tomasula PM, Yan F, Liu L. Preserving viability of
Lactobacillus rhamnosus GG in vitro and in vivo by a new encapsulation system.
Journal of Controlled Release. 2016;230:79-87.

199. Souza EL, Elian SD, Paula LM, Garcia CC, Vieira AT, Teixeira MM, et al.
Escherichia coli strain Nissle 1917 ameliorates experimental colitis by modulating
intestinal permeability, the inflammatory response and clinical signs in a faecal
transplantation model. Journal of Medical Microbiology. 2016;65(3):201-10.

200. Sassone-Corsi M, Nuccio S-P, Liu H, Hernandez D, Vu CT, Takahashi AA, et
al. Microcins mediate competition among Enterobacteriaceae in the inflamed gut.
Nature. 2016;540(7632):280-3.

201. Sultana K, Godward G, Reynolds N, Arumugaswamy R, Peiris P, Kailasapathy
K. Encapsulation of probiotic bacteria with alginate—starch and evaluation of survival
in simulated gastrointestinal conditions and in yoghurt. International Journal of Food
Microbiology. 2000;62(1-2):47-55.

202. Cakir S. Bazi Probiyotik Bakterilerin Mikroenkapsiilasyonu ve Meyve Suyunda
Kullaniminin Arastirilmasi. Ankara: Hacettepe Universitesi; 2021.

203. Sahadeva R, Leong S, Chua K, Tan C, Chan H, Tong E, et al. Survival of
commercial probiotic strains to pH and bile. International Food Research Journal.
2011;18(4).

204. Tokatl M, Giilgoér G, Bagder Elmaci S, Arslankoz isleyen N, Ozcelik F. In vitro

properties of potential probiotic indigenous lactic acid bacteria originating from
traditional pickles. BioMed Research International. 2015;2015.

205. Martin M, Lara-Villoslada F, Ruiz M, Morales M. Effect of unmodified starch
on viability of alginate-encapsulated Lactobacillus fermentum CECT5716. LWT-
Food Science and Technology. 2013;53(2):480-6.



105

206. Turner PV, Brabb T, Pekow C, Vasbinder MA. Administration of substances to
laboratory animals: routes of administration and factors to consider. Journal of the
American Association for Laboratory Animal Science. 2011;50(5):600-13.

207. Schmittgen TD, Livak KJ. Analyzing real-time PCR data by the comparative CT
method. Nature Protocols. 2008;3(6):1101-8.

208. Uzun S. B-Catenin N-Terminal Bolge Degisikliklerinin Neoplastik Siireglerdeki
Roliiniin Arastirilmasi. Ankara: Hacettepe Universitesi; 2021.

209. Hayran M. Saglik arastirmalari i¢in temel istatistik: Omega Arastirma; 2011.

210. Emel U, Erginkaya Z. Probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonu.
Gida. 2010;35(4):297-304.

211. Burgain J, Gaiani C, Linder M, Scher J. Encapsulation of probiotic living cells:
From laboratory scale to industrial applications. Journal of Food Engineering.
2011;104(4):467-83.

212. Canga EM, Dudak FC. Improved digestive stability of probiotics encapsulated
within poly (vinyl alcohol)/cellulose acetate hybrid fibers. Carbohydrate Polymers.
2021;264:117990.

213. Sakuldao S, Yoovidhya T, Wongsasulak S. Coaxial electrospinning and
sustained release properties of gelatin-cellulose acetate core-shell ultrafine fibres.
ScienceAsia. 2011;37(4):335-43.

214. Feng K, Huang R-m, Wu R-qg, Wei Y-s, Zong M-h, Linhardt RJ, et al. A novel
route for double-layered encapsulation of probiotics with improved viability under
adverse conditions. Food Chemistry. 2020;310:125977.

215. Yilmaz MT, Taylan O, Karakas CY, Dertli E. An alternative way to encapsulate
probiotics within electrospun alginate nanofibers as monitored under simulated
gastrointestinal conditions and in kefir. Carbohydrate Polymers. 2020;244:116447.

216. Luo X, Song H, Yang J, Han B, Feng Y, Leng Y, et al. Encapsulation of
Escherichia coli strain Nissle 1917 in a chitosan—alginate matrix by combining layer-
by-layer assembly with CaCl2 cross-linking for an effective treatment of inflammatory
bowel diseases. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 2020;189:110818.

217. Lebeer S, Claes 1J, Verhoeven TL, Vanderleyden J, De Keersmaecker SC.
Exopolysaccharides of Lactobacillus rhamnosus GG form a protective shield against
innate immune factors in the intestine. Microbial Biotechnology. 2011;4(3):368-74.

218. Soyucok A, Teslime E, Kilig GB. Ekzopolisakkaritlerin 6zellikleri ve gida
sanayindeki 6nemi. Nevsehir Bilim ve Teknoloji Dergisi. 2016;5:332-44.

219. Amna T, Hassan MS, Pandeya DR, Khil M-S, Hwang I. Classy non-wovens
based on animate L. gasseri-inanimate poly (vinyl alcohol): upstream application in
food engineering. Applied Microbiology and Biotechnology. 2013;97(10):4523-31.

220. Hasgucmen CK, Sengun Y. Viability of probiotic strain Lactobacillus

rhamnosus and its impact on sensory properties of cheesecake during storage at— 20°
C and 4° C. LWT. 2020;134:109967.



106

221. Adhikari K, Mustapha A, Grin 1. Survival and metabolic activity of
microencapsulated Bifidobacterium longum in stirred yogurt. Journal of Food Science.
2003;68(1):275-80.

222. Animal Feeding Guide [Available from:
https://www.braintreesci.com/images/fd-needlechart.pdf.

223. Jones CP, Boyd KL, Wallace JM. Evaluation of mice undergoing serial oral
gavage while awake or anesthetized. Journal of the American Association for
Laboratory Animal Science. 2016;55(6):805-10.

224. de Carvalho Marchesin J, Celiberto LS, Orlando AB, de Medeiros Al, Pinto RA,
Zuanon JAS, et al. A soy-based probiotic drink modulates the microbiota and reduces
body weight gain in diet-induced obese mice. Journal of Functional Foods.
2018;48:302-13.

225. Yin Y-N, Yu Q-F, Fu N, Liu X-W, Lu F-G. Effects of four Bifidobacteria on
obesity in high-fat diet induced rats. World Journal of Gastroenterology: WJG.
2010;16(27):3394.

226. Murphy SJ, Smith P, Shaivitz AB, Rossberg MI, Hurn PD. The effect of brief
halothane anesthesia during daily gavage on complications and body weight in rats.
Journal of the American Association for Laboratory Animal Science. 2001;40(2):9-
12.

227. Loveless SE, Finlay C, Everds NE, Frame SR, Gillies PJ, O’Connor JC, et al.
Comparative responses of rats and mice exposed to linear/branched, linear, or
branched ammonium perfluorooctanoate (APFO). Toxicology. 2006;220(2-3):203-17.

228. Loveless SE, Hoban D, Sykes G, Frame SR, Everds NE. Evaluation of the
immune system in rats and mice administered linear ammonium perfluorooctanoate.
Toxicological Sciences. 2008;105(1):86-96.

229. Arantes-Rodrigues R, Henriques A, Pinto-Leite R, Faustino-Rocha A, Pinho-
Oliveira J, Teixeira-Guedes C, et al. The effects of repeated oral gavage on the health
of male CD-1 mice. Lab Animal. 2012;41(5):129-34.

230. Cheng Y-C, Liu J-R. Effect of Lactobacillus rhamnosus GG on energy
metabolism, leptin resistance, and gut microbiota in mice with diet-induced obesity.
Nutrients. 2020;12(9):2557.

231. Plaza-Diaz J, Ruiz-Ojeda FJ, Vilchez-Padial LM, Gil A. Evidence of the anti-
inflammatory effects of probiotics and synbiotics in intestinal chronic diseases.
Nutrients. 2017;9(6):555.

232. Bleich A, Sundberg JP, Smoczek A, Von Wasielewski R, De Buhr MF, Janus
LM, et al. Sensitivity to Escherichia coli Nissle 1917 in mice is dependent on
environment and genetic background. International Journal of Experimental
Pathology. 2008;89(1):45-54.

233. Ukena SN, Westendorf AM, Hansen W, Rohde M, Geffers R, Coldewey S, et
al. The host response to the probiotic Escherichia coli strain Nissle 1917: specific up-
regulation of the proinflammatory chemokine MCP-1. BMC Medical Genetics.
2005;6(1):1-13.


https://www.braintreesci.com/images/fd-needlechart.pdf

107

234. Sokol H, Pigneur B, Watterlot L, Lakhdari O, Bermudez-Humardn LG,
Gratadoux J-J, et al. Faecalibacterium prausnitzii is an anti-inflammatory commensal
bacterium identified by gut microbiota analysis of Crohn disease patients. Proceedings
of the National Academy of Sciences. 2008;105(43):16731-6.

235. Glttsches A-K, Loseke S, Zahringer U, Sonnenborn U, Enders C, Gatermann S,
et al. Anti-inflammatory modulation of immune response by probiotic Escherichia coli
Nissle 1917 in human blood mononuclear cells. Innate Immunity. 2012;18(2):204-16.

236. lvanovska TP, Mladenovska K, Zhivikj Z, Pavlova MJ, Gjurovski I, Ristoski T,
et al. Synbiotic loaded chitosan-Ca-alginate microparticles reduces inflammation in
the TNBS model of rat colitis. International Journal of Pharmaceutics. 2017;527(1-
2):126-34.

237. Varankovich N, Grigoryan A, Brown K, Inglis GD, Uwiera RR, Nickerson MT,
et al. Pea-protein alginate encapsulation adversely affects development of clinical
signs of Citrobacter rodentium-induced colitis in mice treated with probiotics.
Canadian Journal of Microbiology. 2018;64(10):744-60.

238. Otterlei M, Ostgaard K, Skjak-Brak G, Smidsrgd O, Soon-Shiong P, Espevik T.
Induction of cytokine production from human monocytes stimulated with alginate.
Journal of Immunotherapy: Official Journal of the Society for Biological Therapy.
1991;10(4):286-91.

239. Otterlei M, Sundan A, Skjak-Brek G, Ryan L, Smidsrgd O, Espevik T. Similar
mechanisms of action of defined polysaccharides and lipopolysaccharides:
characterization of binding and tumor necrosis factor alpha induction. Infection and
Immunity. 1993;61(5):1917-25.

240. Son E, Moon E, Rhee D, Pyo S. Stimulation of various functions in murine
peritoneal macrophages by high mannuronic acid-containing alginate (HMA)
exposure in vivo. International Immunopharmacology. 2001;1(1):147-54.

241. Dobakhti F, Naghibi T, Taghikhani M, Ajdary S, Rafinejad A, Bayati K, et al.
Adjuvanticity effect of sodium alginate on subcutaneously injected BCG in BALB/c
mice. Microbes and Infection. 2009;11(2):296-301.

242. AbdelAllah NH, Abdeltawab NF, Boseila AA, Amin MA. Chitosan and sodium
alginate combinations are alternative, efficient, and safe natural adjuvant systems for
hepatitis B vaccine in mouse model. Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine. 2016;2016.

243. Petrovsky N, Cooper PD. Carbohydrate-based immune adjuvants. Expert
Review of Vaccines. 2011;10(4):523-37.

244. Arribas B, Rodriguez-Cabezas M, Camuesco D, Comalada M, Bailon E, Utrilla
P, et al. A probiotic strain of Escherichia coli, Nissle 1917, given orally exerts local
and systemic anti-inflammatory effects in lipopolysaccharide-induced sepsis in mice.
British Journal of Pharmacology. 2009;157(6):1024-33.



108

8. EKLER

EK-1: Etik Kurul Raporu.

e T.C. ]
HACETTEPE UNiVERSITESI

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Say1 : 52338575 — \24

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL KARARI

TOPLANTI TARiHi : 23.10.2018 (SALI)

TOPLANTI SAYISI : 2018/10

DOSYA KAYIT NUMARASI : 2018/67

KARAR NUMARASI : 2018/67 — 06

ARASTIRMA YURUTUCUSU : Dog. Dr. Derya DIKMEN 4
HAYVAN DENEYLERINDE Ars. Gor. Berna MADALL Dog. Dr. Derya DIKMEN
GOREVLI ARASTIRMACILAR

DIGER YARDIMCI 1 Ars. Gor. Liitfiye PARLAK
ARASTIRMACILAR

ONAYLANAN HAYVAN TURU ve

SAYISI

. 30 Adet C57BL/6J Fare (8 Hafta)

Universitemiz Saghk Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii daretim tiyelerinden
Dog. Dr. Derya DIKMEN'in aragtirma yiiriitiiciisii oldugu 2018/67 kayit numaral “Farkl
Yontemler fle Enkapsiile Edilen Probiyotiklerin in vivo ve in vitro Etkinliginin Belirlenmesi”

isimli ¢alisma Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi'ne gére uygun bulunarak oy
birligi ile onaylanmasina karar verilmistir.

Aragtirma yiirtittictisti Kurulumuza arastirma projesinin bitis tarihini bildirmek ve proje sonug
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EK-2: Probiyotiklerin MALDI-TOF analizi sonuglari.
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A ) VITEK® MS Review
0 o |—
O Escherichia coli 99.9 a Reviewed
D Lactobacilus casei'paracaseiThamnosus. 939 8 Reviewed
D Escherichia coll 999 a Reviewed
O Lactobacilus casei’paracaseirhamnosus 99.9 a Reviewed
D Lactobacilus casei'paracaseirhamnosus. 939 8 Reviewed
D Lactobacilus caseiparacaseirhamnosus. 999 a Reviewed
O Lactobacilus casei’paracaseirhamnosus 99.9 a Reviewed
O Lactobacilus casei'paracaseiThamnosus. 939 a Reviewed
O Lactobacilus casei'paracaseithamnosus. 939 a Reviewed
O Lactobacilus casei’paracaseirhamnosus 99.9 a Reviewed
O Escherichia coli 939 a Reviewed
O Lactobacilus casei'paracaseithamnosus. 939 a Reviewed
M - Discartes
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EK-3: Viicut agirligi, yem tiiketimleri, enerji makrobesin dgeleri ile inflamasyon
sitokinlerinin gen ekspresyon dizeyleri arasinda korelasyon.

inflamasyon sitokinlerin ekspresyon diizeyleri (2°-ddCt)

TNF a IFNy IL4 IL6 IL10
Ortalama Vicut r -,045 ,059 -,050 -,154 ,165
agirhg P 797 735 774 378 344
35 35 35 35 35
Ortalama Yem r ,081 ,013 -,164 -,274 -,051
tiketim miktarlann P 644 943 346 111 773
35 35 35 35 35
Enerji duzeyleri r ,081 ,013 -,164 -274 -,051
P 644 943 346 111 773
35 35 35 35 35
Karbonhidrat alim r ,081 ,013 -,164 =274 -,051
duzeyleri P 644 943 346 111 773
35 35 35 35 35
Protein alim r ,081 ,013 -,164 =274 -,051
duzeyleri p 644 943 346 111 773
35 35 35 35 35
Yag alim diizeyleri r ,081 ,013 -, 164 =274 -,051
P 644 943 346 111 773
35 35 35 35 35

Non-parametrik, Pearson korelasyon testi uygulanmistir. r: korelasyon katsayisi.
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Ek-4: Tez Calismasi Orjinallik Raporu
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9. OZGECMIS



