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KEFIRIN BAZI PROBiYOTIiK OZELLIKLERININ BELIRLENMESIi VE
INFLAMATUAR BAGIRSAK HASTALARININ SEMPTOMLARINA,
HASTA DISKILARINDAKIi LACTOBACILLUS FLORASINA ETKIiLERININ
INCELENMESI

OZET

Probiyotikler, uygun miktarlarda tiiketildiklerinde, insanlarda saglik agisindan
yarar saglayan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. Yapilan bazi
aragtirmalar sonucunda probiyotiklerin, inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda
olumlu etkisi oldugu bildirilmektedir. Kefir de probiyotik etkisine sahip
fermente bir icecektir ve azalan bagirsak mikroflorasi i¢in faydali probiyotik
bakteri sayisimi takviye ederek bozulan mikroflora dengesini saglayabilecegi
diisiiniilmektedir. Kronik inflamatuar bagirsak hastaliklari(iBH) Ulseratif
Kolit(UK) ve Crohn hastaligi(CH) olarak ikiye ayrilir. UK ve CH her yas
grubunda artan siklikta goriilmektedir. Bu ¢alismada, geleneksel Tiirk fermente
icecegi olan kefirin, Inflamatuar Bagirsak Hastali§i (IBH) olan hastalarin
gaitalarinda Lactobacillus florasindaki degisikligi ve bu degisimin hastalarin
biyokimyasal parametrelerine, semptomlarina ve hayat kalitelerine etkilerini
gormek amaclanmaktadir. Bu arastirmada; Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagli Genel Dahiliye ve Gastroenteroloji Bilim
Dal1 polikliniklerine bagvuran hastalar ¢alismaya alinmistir. Calisma ile ilgili
tim izinler ~ Uludag  Universitesi Etik  Kurulundan alinmistir.
(B.30.2.ULU.0.20.70.02-050.99/440, 25.11.2013)

Hastalara verilecek kefirin toplam mikroorganizma ve Lactobacillus igerigi
mikrobiyolojik olarak belirlenmistir. izole edilen tiirlerin identifikasyonuVitek®
MS(bioMerieux, Marcy I’Etoile, France) kiitle spektrometresi ile ve AP1 50 CH
(bioMerieux) ile yapilmistir. Belirlenen izolatlarda baz1 probiyotik
aktivitelerinin tespiti i¢in antimikrobiyal aktivite, aside ve safraya tolerans,
antibiyotik direnci deneyleri yapilmistir. Deneyler sonucunda LB3 hari¢ tiim
lactabicillus izolatlar1 2,5 pH aside ve safraya dayanim gdstermistir. LPL5 susu
deneylerde kullanilan tiim antibiyotiklere diren¢ géstermis ve probiyotik olarak
degerlendirilemez oldugu belirlenmistir. LK9 susu tiim antibiyotiklere duyarli
olarak bulunmustur. LF7, LK9 ve LL10 suslari tim patojen test bakterilerine
antagonistik etki géstermistir.

Calisma tek merkezli, agik etiketli randomize kontrollii c¢alisma olarak
yapilmistir. 48 adet Imflamatuar Bagirsak Hastasi tedavi ve kontrol grubu
olarak ikiye ayrilmistir. (Tedavi i¢in 28, kontrol igin 20 hasta.) Tedavi
grubundaki hastalar, 4 hafta boyunca, sabah aksam, 200ml kefir tiiketmis,
kontrol grubu hastalar1 kefir tilketmemislerdir. Ug¢ hasta ¢alismadan kendi istegi
ile ayrilmistir. Hastalarin gaitalardaki Lactobacillus miktarlar1 rt-qPCR(Roche
LightCycler Nano) ile kantitatif olarak bulunmustur. Bir aylik kefir tiiketimi
sonunda, tedavi grubunda gaitadaki Lactobacillus miktar1 biitiin denekler ig¢in
10°-10" CFU/g olarak, 17 denek i¢in Lactobacillus kefiri miktar1 10*-10°
CFU/g olarak bulunmustur. Ayni zamanda hastalar hastalikla ilgili yasam
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kaliteleri; gaita kivami, karin agrisi, siskinlik, defaksiyon sikligi, kendini iyi
hissetme gibi parametreleri iceren bir semptom giinliigli formu ile izlenmistir.
Bu ¢alismanin sonucunda kefir tiiketimi sonrasi diskida Lactobacillus miktarinin
anlamli duzeyde arttig1 (p=0,001) tespit edilmistir. Crohn hastalarinda tiim
degiskenler agisindan kefir kullanim sonrasinda istatistiksel anlamli farklilik
gostermistir. HGB’de artis goriiliirken, ESR ve CRP’de anlamhi diisiis
gozlenmistir. Crohn hastalari i¢in son 2 hafta siskinlik skorlar1 anlamli derecede
diiserken hastalarin durumunda diizelme goriilmiistiir (p=0.012). Ayn1 zamanda
kendini 1yi hissetme skoru son iki haftada yiikselerek hastalarin durumunda
diizelme goriilmiistiir (p=0.032). Ulseratif kolit hastalarinda ilk hafta ile ikinci
hafta arasinda karin agrisi, siskinlik, diskilama sayisi, diskilama kivami ve
kendini iyi hissetme degiskenleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir. Crohn ve kontrol grubu arasinda Lactobacillus ve HGB son
Olgiimlerindeki degisim miktarlari agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur. Crohn hastalarinda son Ol¢limdeki Lactobacillus ve HGB
Ol¢timlerindeki artis Crohn kontrol grubuna goére daha yiliksek bulunmustur.
(p=0,024, p=0,029). Diger degiskenler acgisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmamistir.  Ulseratif Kolit ve kontrol grubu
arasinda ilk iki haftadaki digkilama kivami agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark varken (p=0.026) diger degiskenler agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunamamistir. Ulseratif Kolit grubunun digskilama kivam skoru, kontrol
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Crohn ve kontrol grubu arasindason iki
haftadaki karin agrist ve siskinlik skorlari agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark varken (p=0.006; p=0.003) diger degiskenler ac¢isindan istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamistir. Crohn grubunun son iki haftadaki karin agrisi ve
siskinlik skorlarindaki azalis miktar1 kontrol grubundakilerden daha yiiksektir.
Calismamizdan elde ettigimiz verilere gore diizenli kefir kullanimi 6zellikle
Crohn hastalarinda lactobacillus artisina sebep olabilir ve semptomlar ve hayat
kalitesinde kisa donemde diizelmeye yol agabilir.

Anahtar Kelimeler: Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar, Crohn Hastalig,
Ulseratif Kolit, Probiyotikler, Kefir, Bagirsak Mikroflorasi, Gut Mikrobiyota,
Lactobacillus, Lactobacillus kefiri

XX



DETERMINATION OF SOME PROBIOTIC PROPERTIES OF KEFIR AND
INVESTIGATION ITS EFFECTS ON INFLAMMATORY BOWEL DISEASE
SYMPTOMS, PATIENT’S LACTOBACILLUS FLORA OF FECES

ABSTRACT

Probiotics are defined as living microorganisms which are useful for human
health when they are consumed in appropriate portions. Some researches show
that probiotics have useful effects on inflammatory bowel diseases. Kefir, which
is a fermented milk drink, has probiotic properties that are thought to balance
the degraded microflora. Chronic Inflammatory Bowel Disease (IBD) is divided
into two groups which are; Ulcerative Colitis (UC) and Crohn’s Disease (CD).
It is being observed that the number of cases of UC and CD is increasing rapidly
in every age group. The objective of this study was to investigate the effects of
kefir consumption on patients’ Lactobacilus microflora, biochemical
parameters, symptoms and also quality of life of people with IBD.

The patients, who are under regular control of the General Internal Medicine
and Gastroenterology Policlinics of Uludag University Medical Faculty,
Department of Internal Diseases, were accepted to the study. All permits are
obtained from Uludag University Ethical Commity (B.30.2.ULU.0.20.70.02-
050.99/440, 25.11.2013) for those patients.

Kefir, consumed by patients, had been analyzed microbiologically for their total
microorganisms and Lactobacillus flora. The species identification of
Lactobacillus isolates were performed by Vitek® MS mass spectrometer
(bioMerieux, Marcy I’Etoile, France) and API 50 CH (bioMerieux). Identified
isolates were examined for their antibacterial activity, against bile and acid
tolerance and antibiotic resistance to identify their probiotic activity.

As a result, all kefir Lactabacillus isolates, except LB3, showed resistance to 2,5
pH acid and bile 0,3% oxgall. LPL5 strain showed resistance to all antibiotics
used in the experiments and was not evaluated as probiotic. LK9 was
susceptible to all antibiotics. LF7, LK9 and LL10 showed antagonistic effect on
all pathogen test bacteria.

The study was performed as a single center, prospective, open-label randomized
control trial of 48 patients, with IBD who were separated into two groups (28
patients for treatment and 20 patients for control). Three patients drop out the
trial with her/ his own wish. Treatment group consumed, 200 ml. each time for
day and night which have 2x10%° cfu/400 ml viable cell, for four weeks and
control group didn’t consume kefir at all. Their lactobacilus and Lactobacillus
kefiri flora were quantitated by Real Time-gPCR (Roche LightCycler Nano).
After one month administration, in treatment group the Lactobacillus strain
bacterial load of feces of all subjects was 10*-10" CFU/g. The Lactobacillus
kefiri bacterial load of 17 subjects was of 10°-10° CFU/g. The results of this
study indicate that after kefir consumption the Lactobacillus quantity in gaita
was statistically significant (p=0.001). At the same time the patient’s quality of
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life about disease, monitored by a symptom diary form that includes parameters
as stool consistency, abdominal pain, bloating, defacation frequency and feeling
good. Patient’s with Crohn's disease showed statistically significant differences
in terms of all variables after kefir use. There was a significant decrease in ESR
and CRP while Crohn's patients showed an increase in HGB after kefir use. For
patients with Crohn's disease, the last 2 weeks of bloating were significantly
reduced while patients improved (p = 0.012). At the same time, the feeling good
score improved in the last two weeks and patients' condition improved (p =
0.032). No statistically significant difference was found between the first week
and the second week in patients with ulcerative colitis in terms of abdominal
pain, bloating, number of stools, defacation consistency and feeling good.

There was a significant statistical difference between the Crohn group and the
control group in terms of Lactobacillus and HGB amount change. The increase
in Lactobacillus and HGB measurements in Crohn's patients was found to be
higher than in the Crohn control group in the last measurement (p= 0.024, p =
0.029).

While there were no significant statistical differences between the groups in
terms of other variables, there was a statistically significant difference between
the ulcerative colitis and control group in terms of stool consistency in the first
two weeks (p = 0.026), but no statistically significant difference was found in
terms of other variables. Ulcerative colitis group's stool consistency score was
higher than control group. While there was a significant statistical difference
between Crohn and control group for their abdominal pain and bloating scores
(p = 0.006, p = 0.003) there was no other significant statistical difference in
terms of other variables. The decrease of abdominal pain and bloating scores of
Crohn group was greater than control group in the last two weeks.

According to data from this study, regular consumption of kefir may improve
both symptoms and quality of life in short term especially for the patient’s with
Crohn Disease.

Key words: Inflammatory Bowel Disease, Crohn Disease, Ulcerative Colitis,
Probiotics, Kefir, Gut Microbiota, Gut Microflora, Lactobacillus, Lactobacillus
kefiri
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1 GIRIS ve AMAC

Probiyotikler, canli mikroorganizmalardir ve tiiketildiklerinde saglik agisindan
faydalar icerirler. Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar1 tedavisinde fayda
saglayabilecek risksiz bir alternatif olabilecegi diisiiniilerek giindeme gelmis ve
arastirilmistir. Bu fikrin temelinde ¢esitli epidemiyolojik ¢alismalarda, bagirsak
enfeksiyonu veya inflamasyonunun hastalifin patogenezinde rol aliyor
olabileceginin gdsterilmesi vardir. Geleneksel probiyotik bir gidamiz olan
kefirin Imflamatuvar Bagirsak Hastaliklarindan Crohn ve Ulseratif Kolit
hastalarina probiyotik etkileri simdiye kadar yurt i¢i ve yurt disinda
arastirilmamis ve hastalar tarafindan merak edilen bir konudur. Bu ¢alisma ile,
Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar1 (Ulseratif Kolit veya Crohn) tanisi almis
hastalar tarafindan tiiketilen kefirin, hastalardaki bagirsak mikrobiyotasi

(bagirsak bakterileri) tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Kefir ¢ok sayida farklt probiyotik bakteri ve mantar i¢ermesinin yaninda,
icerdigi kefiran nedeniyle de diger probiyotiklerden farklilik gosteren
miikemmel bir probiyotik karisimdir. Ozellikle kefiranin inflamasyonu giderici,
immiin sistemi gii¢lendirici etkileri oldugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir.
Crohn ve Ulseratif Kolit hastaliginda, hasta olan mukoza bdliimiinde bakteriler
ve TUrilinlerinin bulunmasi, mikrofloranin roliinii ortaya koymaktadir. Bu
calisgmada kefir tiketimi ile hastalarin mikrobiyotasinin pozitif olarak
etkilenmesi ve hastalik semptomlarinin azalmasi, kefirin i¢inde bulunan
probiyotik mikroorganizmalarin, bar§irsak mikroflorasinin bozulan dengesini
pozitif yonde etkilemesi ve bunun mikroflora analizlerine ve hastalarin

semptomlarina ve hayat kalitesine yansimas1 hedeflenmektedir.

Bu calismada ile ayrica kefirin yararli etkilerinin hasta bireylere semptomlari
azaltici, yasam kalitesini ve biyokimyasal parametreleri iyilestirici katkisim
kanitlamanin yansira hasta bireyler disinda o6zellikle riskli gruplarda hastalik
olusmadan Once probiyotiklerin koruyucu hekimlikte kullanilmasi konusunda

fayda saglayacak ve 151k tutacaktir.






2 GENEL BILGILER

2.1 inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 remisyon ve alevlenme dongiilerine sahip,
nedeni tam bilinmeyen fakat genetik faktorlerden de kaynaklanan
hastaliklardandir (Kochan ve ark. 2014). Hastalarin is yasami, evlilik yagsami
sosyal iliskilerini ve dolayisiyla yasam kalitesini etkileyen Imflamatuvar
Bagirsak Hastaliklar1 15-35 yaslar1 arasinda en yiiksek insidansa sahiptir.
Hastalarin bu donemlerde hayatlarinda 6nemli olaylar yasanmaktadir 6rnegin
evlilik, egitim ve is yasamina atilmak gibi yani bu déonemler yasamin en aktif
donemdir (Biber 2009). Kolon ve distal ileum bolgelerinde bakteri
konsantrasyonunun yiiksek olmasi sebebiyle bu bolgelerde goriilen IBH da flora
ve hastalik arasinda iliski agisidan dikkat ¢ekmektedir. Crohn hastaliginda
floranin rolu oldugu; hasta olan mukoza boliimiinde bakteriler ve {iriinlerinin
bulunmasi, antibiyotik kullanildigi zaman da hastalik aktifliginin azalmasi ile
klinik diizelme olmas1 sebebiyle diisiiniilmektedir (Ozden 2008). Ulseratif
kolit(UK) ve Crohn hastalgi(CH) inflamatuar bagirsak hastaliklari(IBH)
cesididir. Bu hastaliklar son senlerde sikilig1 artarak goriilmektedir. inflamatuar
Bagirsak Hastaligi remisyon ve relapslarla seyreder ve hastalarin yasam

kalitesini etkilemektedir (Tanriseven 2009)

Bu hastaliklarin  sebebi olarak genetik yatkinligi  bulunan kisilerde
bagirsaklardaki antijenlere karsi asiri agresif immiin yanit gelisimi en yaygin
kabul goren hipotezdir IBH etki mekanizmalari bazi preklinik ve klinik
calismalarda goriilmeye calisilmigtir. Bati toplumlar1 savaslardan sonraki
gelisimle daha refah yasamaya baslamislardir. Ekonomik durum iyilesmis,
hijyene oOnem verilmeye baslanmistir. Gidalarda da daha steril olanlari
secilmeye calisilmistir. Bu rafine ve steril yasam sebebiyle zamanla Ulseratif
Kolit ve Crohn hastaliklarinin daha ¢ok goriilmeye baslandigr diisiiniilmektedir
ciinkii 6zellikle kirsal toplumlarda ve hijyenin zayif oldugu yerlerde bu

hastaliklarin goriilme oran1 diisiiktiir (Ozden 2008).



2.1.1 Ulseratif Kolit

Kronik bir hastaliktir. Kalin bagirsak mukozasini tutar. Ulserasyon ve
inflamasyonla beraber seyreder. Sebebi belirsizdir ve baslica semptomu kanli ve
simiiksii ishaldir. Kan kayb1 sebebiyle halsizlige, cabuk yorulmaya ve
carpintitya sebep olabilir, eklem, cilt, géz ve karaciger ile ilgili bozukluklar
nadir olarak goriilebilir. Digkilama sayis1 giinde 15-20 kez olabilecegi gibi

hastaligin derecesine gore giinde 1-2 kez olabilir.

2.1.2 Crohn Hastahgi

Dr. Bernard Burill Crohn tarafindan tarif edilmis Inflamatuvar hastalik iltihabi
bir hastaliktir. Immunite temellidir, nedeni bilinmemektedir fakat ciddi bir
inflamatuvar hastaliktir.  Gastrointestinal sistemin herhangi bir bolgesini
etkileyebilir fakat siklikla ince bagirsagi ve kalin bagirsagin ilk kismini etkiler
ayrica diger organlar1 da etkileybilir 6rnegin goz, akcigerler, safra yollari, cilt,

eklemler ve karaciger gibi.

Semptomlari ishal, ates, kramp tarzinda karin agrisi, bazen kanamadir ve yasam
kalitesini Onemli olgiide diisiiriir. Cocuklarda gelisme geriligine neden
olabilecegi gibi istahsizlik, kilo kaybi yapabilir. Sikayetler kisiden kisiye
degisip artip azalabilir. Kronik bir hastalik olan Crohn hastaliginin tedavisi
yoktur fakat remisyonda tutulabilir. Hastanin sikayetlerinin kontrol altina
alinmas1 miimkiindiir. Tedavi ile inflamasyonlu alanlar iyilestirilmeye calisilir
ve olusan ates kontrol altina alinmaya ¢alisilir, karin agrist giderilmeye c¢alisilir,

ileri safthalarda cerrahi miidahale yapilabilir.

Bagirsaklarda emilimin bozulmasit ve ishal besinler, vitaminler ve minerallerin
emiliminde sorunlara dolayisiyla eksiklige sebep olabilir. Hastalarin 1iyi

beslenmesi ve tedavileri siiresince ¢ok dnemlidir.

Crohn hastalarinda laktoz intoleransinin normal kisilere oranla daha fazla
goriilmesi sebebiyle siit ve iiriinlerinin tiiketimi ile karin agrisi, gaz, ishal veya

siskinlik gibi sikayetler ortaya ¢ikabilir.

Crohn hastaliginda tedavide diizelme oranlarinin standart sekilde
degerlendirilip, tedavi oOncesi hastalik ciddiyetini ve tedavi sonrasi

yorumlanabilmesi i¢in olusturulan hastalik aktivite indekslerinden biri CDAI



(Crohn Hastaligi Aktivite Indeksi), digeri ise Harvey-Bradshaw Indeksidir
(HBI) (Oktay 2001).

CDAIl <150 remisyon kabul edilirken, HBI<4 remisyon olarak kabul
edilmektedir. Digskilama sikligi, karin agrisi, kendini iyi hissetmeme duygusu,

sistemik bulgular, karinda kitle, hematokrit ve viicut agirligi gibi bulgulara

CDAT’de bir skor verilmektedir (Oktay 2001).

Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit hastaliklar1 kronik hastaliklar olarak Bati
Avrupa’da yaklasik 35-55/100 000 insami etkilmektedir. UC etiyolojisi i¢in
mevcut Onde gelen hipotez, gastrointestinal bagisiklik  sisteminin
diizensizlesmesine genetik yatkinligi vurgular. Bununla birlikte, tanimlayici
epidemiyolojik caligmalar, yas, zaman ve cografi bdlge boyunca UC
insidansindaki farkliliklar1 vurgular ve c¢evresel faktorlerin bu kosullarin

ifadesini 6nemli Ol¢iide degistirebilecegini diislindiiriir (Zocco ve ark. 2006).

Giliniimiizde tibbi ve cerrahi tedaviler Crohn hastaligin1 tamamen ve kalic
olarak iyilestirdigini sdylemek miimkiin degildir. Ancak uygulanan tedavilerin
hastanin uzun siireli remisyonda tutulmasini, ataklarin Onlenmesini ve

yakinmalarin diizelmesi saglanabilmektedir.

2.2 Probiyotikler

Pro biotik kelimesi Yunanca’dan giiniimiize gelmistir ve kelime anlami “yasam
i¢cin” demektir. Probiotiklerin giindeme yerlesmesi 1903 yilinda Rus biyolog
Ellie Mechnikof’un arastirmalart sonucu saglikli insanlarin laktobasilluslar
iceren gidalar ¢ok tiiketen kisiler oldugunu sdylemesi ile ve “yaslanmada uzun

Omiirliiliik” teorisiyle nobel 6diilii kazanmasi ile ger¢eklesmistir (Ulusoy 2007).

Probiyotikler, canli mikroorganizmalardir ve tiiketildiklerinde saglik agisindan
faydalar igerirler seklinde FAO ve WHO tarafindan tanimlanmistir. Bir¢cok
bakteri  (Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus,
Escherichia gibi) ve mantar (Saccharomyces boulardii) tiirleri bu tanima

uymaktadir.

FAO ve WHO tarafindan 2002 tarihli rapora gore probiyotik mikroorganizmalar
gastrik sulara ve safra tuzlarina karsi dayanikli olmali ve dolayisiyla sindirim

sistemi boyunca canli kalabilmelidir. Hizla gelisebilmeli ve sindirim sisteminde



kolonize olmasi1 da gerekmektedir. Ayrica, probiyotik mikroorganizmalar
giivenli olmali ve raf Omrii boyunca canli kalabilmelidirler (Bagdatli ve

Kundake¢i, 2013).

Gastrointestinal sistemde, 6zellikle de kolonda ¢ok sayida bakteri vardir. Insan
viicudu toplamda 102 ila 10 arasinda bakteri icerir. Yapilan arastirmalar
gostermektedir ki probiyotikler, inflamasyona yonelik faydali etkiler

icermektedir (Parkes 2007).

Probiyotiklerin inflamatuar bagirsak hastaliklarinin tedavisinde kullanimini

desteklemek iizere iilkemizde yapilmis ¢calisma yoktur.

Probiyotik gidalar, insan sagligi iizerinde olumlu etkilere sahip fonksiyonel
gidalar grubundadir. Son zamanlarda ticari olarak da ilgi gérmektedir. GIS den
canli olarak ge¢mesi gerekmektedir. Genellikle bir tasiyici tarafindan taginarak
ki bu bir besindir insan viicudunda aktif hale gelir. Probiyotik iceriginde canli
olarak minimum 10° kob/g mikroorganizma bulundurmalidir. Raf mrii boyunca

da canliligini koruyarak igerigini kaybetmemelidir.

Lactobacillus, Streptococcus ve Bifidobacterium cinslerine ait tiirler

probiyotikler iginde en ¢ok kullanilanlardir (Bagdatli ve Kundake1, 2013).

Tirk beslenme kiiltiirii diinya tlizerindeki zengin gida kiiltiirleri icerisindedir.
Kokeni, Orta Asya’ya kadar dayanmaktadir (Demirbas ve ark. 2006). Probiyotik
gidalar, binlerce yildir insanoglu tarafindan tiiketilmektedir ve yararli etkileri
olduguna inanilmaktadir. Fakat probiyotik teriminin kullanilmasi, 15-20 yil
oncesinden Oteye gitmemektedir. Probiyotikler bilim diinyasimin dikkatini
gectigimiz ylizyilin baslarinda ¢ekmistir. Bu gidalara ilgi fermente siit
tirlinlerinin bolca tiiketildigi toplumlarda Omriin uzun olmas: ile baglamistir.
Boylelikle arastirma ve incelemeler baslamistir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2001
yilinda tanimlama da yapmasi ile konu daha bilimsel ve objektif bir ¢ercevede
incelenmeye baslanmistir. Buna gore probiyotikler, uygun miktarlarda
tilketildiklerinde, insanlarda saglik ac¢isindan yarar saglayan canl
mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. Bir¢ok bakteri (lactobacillus,
bifidobacterium, enterococcus, streptococcus, escherichia gibi) ve mantar
(saccharomyces boulardii) tiirleri bu tanima uymaktadir (Parkes 2007; Salminen

ve ark. 2006)



Bagirsagin dogal mikroflorast Probiyotiklerin etkilerini anlayabilmek igin
6nemlidir. Insan viicudunun 10%? ila 10" arasinda bakteri igerigi kendi hiicre
sayisinin toplamindan bile fazladir. Bunun biliylik boliimi GIS’de, ozellikle de
kolonda bulunmaktadir. Gaitanin kuru agirligi %30 oraninda bakterilerden
olusur. GIS’de bulunan 400’t4 askin farkli tiirdeki bakteri, insan viicudundaki
tim hiicrelerin 10 katindan fazladir. Bagirsak floras: kisiden kisiye degisiklik
gosterir. Dogumda olusmaya baslayan flora yillar gectikge yasa 0Ozgi

degisiklikler gosterebilir (Parkes 2007).

Bagirsak mikroflorasin1 etkileyen faktdrler beslenme, ilaglar / antibiyotikler,
inflamatuar  hastaliklar, enfeksiyonlardir. =~ Mikrofloradaki  degisiklikler
cogunlukla klinik olarak sessizdir fakat bircok hastalikla iligkilendirilmektedir
(Salminen 2006).

Son 50 yil i¢inde inflamatuar bagirsak hastaliklar1 goriilme sikiligi artmistir.
Kolonda patojen bakterilerin artmasi ve yararli bakterilerin azalmasi flora
dengesini  bozarak  hastaliklara  davetiye  c¢ikartmaktadir.  Beslenme
aliskanliklarimiz ve steril yasam da bu hastaliklarin artmasinda etkili olmustur.
Bagirsak floramizda Lactobacilli ve Bifidobacterialar: arttirilmali ve Clostridia
tirleri azaltilamalidir. Yani bagirsak florasindaki dost bakteri seviyesi

arttirilmalidir (Ozden 2008).

Hastaliklar ya bagirsak florasinin degisimine yol agmaktadir ya da degisiklikler
hastaliklara sebep olmaktadir. Degisen folranin tekrar dengeye getirilmesi
diisiincesi probiyotik kullanilmasinin temel mantigidir. Patojen bakterilerin
cogalmasinin, epitelyal baglanma ve invazyonun siipresyonu, intestinal bariyer
fonksiyonunun iyilestirilmesi, immun sistemin modiilasyonu, agri algisinin
modiilasyonu gibi alanlarda etkili olmasiyla probiyotiklerin etkileri
agiklanabilir. Klinik calismalarda probiyotiklerin yararli etkilerinin arastirildigi
caligmalar akut enfeksiydz diyare, antibiyotik iliskili diyarenin Onlenmesi,
tilseratif kolitte relapslarin  Onlenmesi, kolonun divertikiiler hastaligi,
helicobacter pylori eradikasyonu ve Irratable Bagirsak Sendromu bulunmaktadir

(Heczko ve ark. 2006)

500 ve daha fazla tiir bakteri saglikli bireylerde kolon florasinda denge iginde

varliklarin1  devam ettirirken patojen mikroorganizmalar arasinda denge



bozulunca hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan arastirmalar gostermektedir
ki probiyotikler, inflamasyona yonelik faydali etkiler gostermektedirler.
Degisen florada dengenin tekrar elde edilmesi disiincesi probiyotik
tedavilerinin mantigini olusturan temel diisiince olmustur. Fakat probiyotiklerin
herhangi bir hastaligin tedavisinde rutin kullanimlarinin onerilebilmesi igin
simdiye kadar yapilan ¢alismalar yeterli kanita sahip degildir (Balfour 2007;
Heczko ve ark. 2006).

Cesitli probiyotik calismalarinda farkli ve zaman zaman c¢eliskili sonuglar elde
edilmistir. Bu caligmalarin bazilarinda veriler ile klinik gozlemlerin uymadig:
gbdzlenmistir. Hangi probiyotigin, ne kadar siire ile ve hangi dozda kullanilmasi

gereketgi konularinda belirsizlikler mevcuttur (Baran 2006).

2.2.1 Siit Kefiri

Cok eski yillardan beri o6zellikle Kafkasya’da yapilan kefir koyu kivaml
fermente bir igecektir. Kefir kefir tanesi sayesinde mayalanir. Tadu eksimsidir
ve kopiiklii bir igecektir. Siit asidi ve alkol fermantasyonu ile olusur. Giineybati
Asya' da Tiirk’lerin yaptig1 ve tiikettigi bir icecek oldugu bilinmektedir. (Adam
1971).

Tirk Gida Kodeksine gore kefir; fermentasyonda spesifik olarak Lactobacillus
kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin degisik suslari ile
laktozu fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalari
(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces
exiguus) igeren starter kiltlirler ya da kefir tanelerinin kullanildig:1 fermente siit

iiriiniidiir (TGK 2009).

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligine gore (Teblig No: 2009/25)
kefirde Toplam Spesifik Mikroorganizma (Kob/G) En Az 10" olmalidur.

Kefir bir siit icecegi oldugu i¢in iceriginde vitaminler, laktoz sekeri, mineraller
ve yag da bulunur. Kefirin besleme degeri yliksek kolay sindirilir ve emilimi de
yliksek bir lirlindiir. Laktoz-intolerant kisiler tarafindan da rahatga tiiketilebilir

clinkii laktoz parcalanmaktadir. (Anonymous, 1998).

Beslenmemizde rafine gidalarin daha ¢ok yer almasi ile geleneksel fermente

gidalardak uzaklagsmak (tursu, kefir, boza gibi) viicudumuzun miikemmel



probiyotik dengesini bozdugundan disaridan alinan probiyotikler humoral
bagisiklik yanitini arttirir ve bagirsaklarin bagisiklik yeteneginin gelisimine
yardimci olur ve patojenlere karsi direnci arttirir. Oral yolla Laktobasilli
aliminin bagirsaktaki patojenlerin yok edebilecegi ve laktik asit bakterilerinin,
makrofaj liretimini ve fagositez aktiviteyi arttirabilecegi calismalarla deney

hayvanlarinda gosterilmistir. (Baysal 2002).

Cesitli kaynaklar Kefirin Kafkasya’ya 6zgii bir icecektir (Inal 1992). Tiirkce’de
kendini iyi hissetmek anlamani gelen “Keyif” kelimesinden tiiremistir. Kefirde,
%83-90 oraninda Laktik asit bakterileri, %10-17 oraninda maya bulunmaktadir
(Seydim ve ark. 2000) Kefirde fermantasyon sonucu ¢ok diisiik diizeyde alkol

olusur, bu iirlin siite gére daha yogun kivamda ve eksimsidir. (Baran 2008).

Kefir Ortadogu’da yaygin olarak tiiketilmektedir. Kefir iiretimi i¢in kullanilan
taneler, beyaz, yumusak, jelatinoz kivamda, protein, lipid ve polisakkaritten
olusan bir matris icerisinde ¢ok sayida probiyotik bakteri ve mantar iceren
biyolojik yapilardir. Kefiran da mikroorganizmalarin igerisinde bulundugu
eksopolisakkarit matrise verilen addir ve lactobacillus kefiranofaciens
tarafindan tretilir (Lopitz-Otsoa ve ark.2006). En ¢ok iireten ve tiikketen iilke
Rusya’dir (Atasever ve ark. 2001). Fakat iyilestirici etkileri arastirildik¢a
giderek bilyiik tiiketici topluluklari tarafindan telep edilen bir iiriin haline
gelmistir. Giinlimiizde de artik bircok iilkede iiretilmektedir (Konar ve Sahan

1989)

Geleneksel kefirin kendine 0zgii tat vearomas: kefir kiiltiirii i¢cinde bulunan

degisik tiirde bakteri ve mayalardan kaynaklanmaktadir (Beshkova ve ark.2003).

%83-90 oraninda Laktik asit bakterileri, %10-17 oraninda maya kefirde
bulunmaktadir (Ulusoy 2004).

Endiistriyel kefir iiretimi i¢in de liyofilize kefir kiiltiirii  kefir danesinden elde
edilerek ticari olarak iretilip satilmakta ve bu maylarla ticari kefir liretimi

saglanmaktadir. (Ulusoy 2004).

Pogacic ve arkadaslarina (2013) gore kefirden izole edilen probiyotik bakteriler
ve mantarlar Lactobacillus caucasicus, L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L.
kefiranofaciens, L. cellobiosus, L. bulgaricus, L. helveticus spp. jugurti ve L.

lactis, | Lactococcus lactis spp. lactis, L. lactis spp. lactis biovar diacetylactis,



L. lactis spp. cremoris, Streptococcus thermophilus, L. filant ve Streptococcus
durans, Leuconostoc dextranicum, L. mesenteroides ve L. Kefiri,
Kluyveromyces lactis, K. marxianus, K. fragilis, Torula kefir, Saccharomyces
kefir, Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbergensis seklindedir. Dogal probiyotik
karigimi kefirin ¢esitli hayvan denemelerinde anti-inflamatuar, anti-mikrobiyal,
immiin modiilatuar ve antitiimoral etkileri gosterilmistir fakat heniiz klinik

calismalarda arastirilmamistir (Rodrigues ve ark 2005; Chen ve ark 2007)

40’1n lizerinde bakteri ve mantar tiirii igererek diger probiyotiklerden farkli olan
kefir, yine bu organizmlar tarafindan {iiretilen kefiran adli eksopolisakkaritler

nedeniyle de kendine 6zgiidiir (Vinderola ve ark; Chen ve ark 2007).

Vinderola ve ark. Tarafindan yapilan bir c¢alismada, kefiranin oral
uygulanmasinin farelerde ince ve kalin bagirsaktaki IgA sekrete eden B

hiicrelerini arttirdigt ortaya konmustur (Vinderola ve ark. 2006)

Deneysel bir kolitte lactobacillus tiirlerinin uygulanmasiyla antiinflamatuar

etkiler elde edildigi bildirilmistir (Sengul ve ark. 2006)

Bir hayvan deneyinde kefirin oral alimiyla sistemik olarak da immiin sistemi
etkileyebilecegi gibi bagirsak mukoza ve limeninde antiimflamatuvar etki

yaptigi gosterilmistir (Lee ve ark. 2007)

Kefir koyu kivamli, gazli yumusak i¢imli bu icecek inek, kec¢i, koyun vb. gibi
cesitli siitlerden iretilebilir (Kabak ve Dobson, 2011).

Kefirin bilesiminde c¢esitli analizler sonucu %8,88- %16,73 araliginda toplam
kuru madde, %3.10-%4,72 araliginda protein, %1.11-%2,77 araliginda yag
bulunmaktadir. Kefir B-vitaminleri bakimindan zengindir. Iceriginde
fermantasyon sonucu laktik asit, etanol, karbondioksit ve asetaldehit, diasetil ve
asetoin gibi diger aroma bilesikleri de bulunur. Kalsiyum, fosfor kaynag1 olarak

da degerlidir (Altay ve ark., 2010; Alpkent ve Demir 2012).
2.2.1.1 Kefirden izole Edilen Mikroorganizmalar

Gajdusek, S., yaptig1 c¢alismada Danimarka’da streptokoklarlar1 %70,
laktobasilleri %20 ve mayalar1 %5 olarak bulmustur bu g¢alisma kefir

tanelerinden izole edilen mikroorganizmalar tanimlamistir (Gajdusek 2002).
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Yunan kefirinde yapilan bir calismada Saccharomyces italicus, S. Cerevisiae ile

8
lactobacilluslar 3,4x10 adet/ml bulunmus ve Streptococcus lactis ve S.

thermophilus’da az sayida elde edilmistir (Georgantas, S., 1970).

Ege Universitesi Tarim Uriinleri Teknolojisi Boliimii' tarafindan kefir tanesinde
Streptococcus lactis, S. cremoris, S. faecalis, Lactobacillus casei, L. brevis
bakterileri ve Kluyveromyces lactis mayasi izole edilmistir (Tomar ve ark.
2017).

Bir c¢alismada kefir tanelerinden Lactobacillus kefiri ile Lactobacillus

kefiranofaciens izole etmislerdir (Chen ve ark. 2017).

Kefirin mikrofloras1 i¢in yapilan bir arastirmada, St. lactis, S. faecalis, S.
cremoris, Leu. cremoris, Leu. mesenteroides, Leu. kefir, L. casei, L. brevis, L.

caucasicum bakteri tiirleri kefirden izole edilmistir (Tomar ve ark. 2017).

Baska bir ¢alismada kefir tanesinden izole edilen Lactobacillus brevis ve L.

Buchneri’nin 90 susun %40-60’1n1 olusturdugu bulunmustur( Lee ve Kim 1986).

Kefir taneleri ile ilgili bir calismada 46 laktik asit bakterisi izole edilmis ve L.
kefiri ve L. fermentum ,L. casei subsp. tolerans, L. casei subsp.
pseudoplantarum, L. casei subsp. rhamnosus, L. acidophilus ve L. gasseri,
L.brevis, L. viridescens olarak bulunmustur ( Irigoyen ve ark. 2005).

2.2.1.2 Laktik Asit Bakterilerinin Ozellikleri:

Fermente gidalarda kullanilan laktik asit bakterileri hareketsizdir. Spor

olusturmazlar ve gram-pozitiftirler. Fakiiltatif anaerob ve katalaz negatif
bakterilerdir (Bulut 2003).

Bu bakteriler; kok, comak, seklinde olabilir ve gelisme sicakliklar1 agisindan
mezofil veya termofil olabilirler. Bu bakteriler sicaklik olarak 10-45 °C aras1
sicakliklar1 tercih ederler ayrica asit ortama veya alkali ortama dayaniklidirlar

ve tuz konsantrasyonlar: yliksek olsa da iireyebilmektedirler. (Sahin, 2012).

Laktik asit bakterileri, glikoz fermantasyonunu homofermentatif ve
heterofermentatif olarak yapabilirler. Laktik asit bakterileri insan ve hayvan

bagirsaginda dogal olarak siit ve siit iiriinlerinde, bitkilerde bulunabilirler.

(Bulut 2003)
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2.2.1.3 Laktoz intolerans Kisilerde kefir:

Diinyada %15 ile %80 oraninda yetiskinlikte bagirsak mukozasinda laktozu
parcalayan laktaz enzimi azalmaktadir, bu da baz1 rahatsizliklara sebep
olmaktadir. Ornegin gaz, siskinlik vb. Bircok laboratuar ¢alismasiyla kefir gibi,
laktobasil igeren fermente siit iiriinleri tiiketildiginde laktozun bagirsaklarda

yikimint artirilabilecegi kanitlanmistir (De Vrese ve Schrezenmeir 2002).
2.2.1.4 Kefirin antibakteriyel, anti inflamatuvar etkileri:

Kefir antimikrobiyal ve antikonserojen etkisi yarattigi belirtilmektedir.

(Yiksekdag ve Beyatl1 2003)

Kefirin agiz yolu ile aliminda antiinflamatuar etkiler olusturmasi disinda
sistemik olarak da immiin sistemi etkileyebilecegi, hayvan deney modeliyle

gosterilmistir (Lee ve ark. 2007).

Kefir tiretimi sirasida asetik asit, H,O, (Hidrojen Peroksit) gibi antibakteriyal

maddeler ile antibiyotikler olusmaktadir. Bu maddeler E. coli ve Salmonella
gibi patojen bakterilere antibakteriyal etki yapar, bagirsaktaki bakterilere karsi
antibakteriyal etkiyi asetik asit bakterileri gostermektedir (Ozden 2008).

Kefirin etkileri hayvan deneylerinde ve in vitro olarak anti-inflamatuar, anti-
mikrobiyal, immiin modiilatuar ve antitlimoral etkileri gdsterilmis olan, fakat

heniiz klinik ¢alismalarda arastirilmamistir veya ¢alismalar yetersizdir (Chen ve

ark 2007; Rodrigues ve ark 2005).

Ulusoy ve ark. (2007) tarafindan yapilan c¢alismada kefiranin oral
uygulanmasinin farelerde ince ve kalin bagirsaktaki IgA sekrete eden B

hiicrelerini arttirdigi ortaya konmustur.

Kefirin farkli komponentlerinin bagisiklik sistemi hiicrelerini uyararak, Th2
iliskili immiin cevabi inhibe ederken, tiimorler ve intraseliiler patojenlere karsi

hiicresel yanit1 indiikledigi gosterilmistir (Vinderola ve ark. 2006).

Antiinflamatuar etkiler deneysel kolit modelinde iireten lactobacillus tiirlerinin

uygulanmasiyla gosterilmistir (Sengiil ve ark 2006).
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2.3 inflamatuar bagirsak hastahklarinda probiyotikler

IBH yasam kalitesini diisiiren ve hastay1 kontrolii disinda diyare, rektal kanama,
karin agrisi, siskinlik, gibi semptomlarla asir1 rahatsiz eden ve toplumla olan
iligkilerinde sorunlara sebep olan bir hastaliktir. Bu hastaliklarda immiin yanitta
mukozada bozukluk ve bagirsak florasina tolerans bozulmasinin da rolii oldugu
distiniilmektedir. Bagirsak florasinin diiznelenmesi fikri probiyotikleri
kullanmay1 glindeme gelmistir. Bu konuda yapilan kisitli ¢alismalara gore
probiyotikler IBH tedavisinde yararli olabilmektedir. Probiyotiklerle tedavi,

standart tedavisinde zorluklarin yasandig1 iIBH'lar1 i¢in bir iimit 15181 olmustur.

Yapilan ¢alismalar gostermistir ki Crohn hastalarinda Lactobacillus ve
Bifidobacterium 'un azaldig: bildirilmektedir. UK hastalarinda ise Lactobacillus,
Bifodobacterium azalirken Bacteroides vulgatus ve Fusobacterium’da artis
goriilmektedir (Ozden 2012; Frank ve ark 2009).

2.3.1 Inflamatuvar bagirsak hastaliginda probiyotiklerin etki mekanizmalar

Probiyotikler bakteriosin, hidrojen peroksit, asetik asit, laktik asit gibi
antimikrobiyal faktorler a¢iga ¢ikararak patojen mikroplarin ¢ogalmasini baski
altinda tutarlar ayrica patojen mikro organizmalar ile epitele tutunmada yarisa
girer ve epitelyal ve “gut-associated lymphoid” hiicrelerin immun fonksiyonunu
uyarirlar veya diizenlerler. Probiyotikler mukozanin bariyer fonksiyonlarini

giiclendirir, lamina propriada T-hiicre apoptosis’ini indiiklerler. (Ozden 2008)

2.3.2 Inflamatuvar bagirsak hastaliginda bakteriyel floranin rol oynadigim

gosteren veriler

Inflamatuvar ~ bagirsak  hastalifi,  gastrointestinal ~ kanalda  bakteri
konsantrasyonunun en yiiksek oldugu bélgelerde goriiliir. Ileostomiden sonra
gaitanin dogal seyri saptirilirsa hastalikta iyilesme goriilmektedir. Bu
hastaliklara yatkin kisilerde inflamasyonlu bédlgelerden alinan bagirsak icerigi
inflamasyonsuz bolgeye direkt olarak verilince o bdlgede inflamasyon, iilser
olusmaya baslamaktadir, ayrica geleneksel mikrofloraya karsi genetik olarak
belirlenmis immiinolojik toleransin kaybini goésteren veriler mevcuttur. Son
yillarda ortaya konan gen, immunite, bakteri arasindaki etkilesimlerin de bunu

kanitlar niteliktedir (Ozden 2008).
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3 GEREC ve YONTEM

3.1 Gerec

3.1.1 Hastalar:

Calismaya Mayis 2015 ile Aralik 2016 tarihleri arasinda, Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagli Genel Dahiliye ve
Gastroenteroloji Bilim Dali polikliniklerinde tetkik ve tedavi edilen hastalar
kabul edilmistir. Bu hastalar, klinik olarak, endoskopik, radyolojik ve
histopatolojik olarak inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH) teshis konulmus
hastalardir. 18-68 yas araliginda toplam 48 hasta; CH tanisi olan 23 ve UK
tanis1 olan 25 hasta calismaya alinmistir. Calisma Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve calismaya

katilan tim katillmcilardan bilgilendirilmis  goniilli  oluru  alinmistir.

(B.30.2.ULU.0.20.70.02-050.99/440, 25.11.2013).

Calisma randomize kontrollii ¢alisma olarak yapilmistir. IBH hastalar1 tedavi ve
kontrol grubu olarak ikiye ayrilmistir. (Tedavi i¢in 28, kontrol i¢in 20 hasta
toplam 48 hasta) Tedavi grubundaki hastalar, 4 hafta boyunca, sabah aksam,

200ml kefir tiiketmis, kontrol grubu hastalar1 kefir tiiketmemislerdir.

Hastalardan goniillii oluru alindiktan sonra Caligmaya Alinma veya Dislanma

Kriterleri Formu doldurmlar: istenmistir.

Calismaya Katilma Kriterleri:

Caligmaya katilmaya goniillii olanlar

18 yas iistii eski veya yeni Crohn Hastalifi ve Ulseratif Kolit tanis1 almis

hastalar

Calismadan Dislanma Kriterleri:
CDAI (Crohn Hastalig1 Aktivite Indeksi) 450°den yiiksek olan hastalar,

(Baran ve Karaca 2013)
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Ulseratif kolitte Truelove ve Witts kriterlerine gore agir olan hastalar (Truelove

ve Witts 1995)

Alkol kullanim1 giinde 20 g’dan fazla olan hastalar
Siite allerji veya intoleransi olan hastalar

18 yas alt1 hastalar

Calismanin baslamasindan onceki bir ay icinde veya calisma sirasinda aktif

enfeksiyon varligi
Son bir ay igerisinde antibiyotik kullanma 6ykiisii,

Calismanin baglamasindan ii¢ ay Oncesine kadar kolon veya bagirsak

operasyonu gecirme Oykiisii gibi 6zellikler dikkate alinmistir.

Hastanin kendi istegi ile ¢ikmak istemesi ve kefirin kesintisiz olarak 14 giinden

az icilmis olmasi da calismadan dislanma kriteri olarak belirlenmistir.

Klinik c¢aligmalarda standardizasyon saglanmasi agisindan Crohn Hastaligi
Aktivite Indeksi -Crohn Disease Activity Indeks (CDAI) olarak tanimlanmis
olan bir sistem ile hastaligin aktivite indeksi belirlenmektedir. CDAI toplaminin
150 puanin altinda olmas1 hastaligin remisyon dénemini, 150-220 puan arasinda
olmasi hafif aktiviteyi, 220-450 puan arasinda olmasi orta aktiviteyi, 450 puanin
tizerinde olmasi ise agir aktiviteyi ve ciddi hastalik varligim1 gdstermektedir

(Baran ve Karaca, 2013)

Ulseratif kolit hastalarinda standardizasyon i¢in hastalik aktivitesinin siddeti

Truelove- Witts kriterleri (Truelove ve Witts, 1995) siniflamasina gore

yapilmistir.
. Remisyon (sakin donem): giinde 3-4 defadan az sayida diskilama
. Hafif siddette: giinde en fazla 4 defa kansiz veya kanli digkilama

. Orta siddette: giinde en 4-6 defa kanli digkilama
. Siddetli: giinde 6’dan fazla defa kanli digkilama

Crohn ve iilseratif kolit Hastalarina ayr1 ayr1 verilen Hasta Bilgi Formu’nda ise
hastalardan; hastane protokol numarasi, ilk basvuru tarihi, cinsiyet, dogum

tarihi ve yasi, adres ve telefon bilgileri ile hastalik sikayetleri kisimlarini
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doldurmalar1 istenmistir. Tan1 yasi, tan1 tarihi, HGB, ESR, CRP ve tutulum yeri

bilgileri ise ilgili gastroenteroloji hekimi tarafindan doldurulmustur.

Cizelge 3. 1: Ulseratif Kolit Hastalig1 Klinik Aktivitesi i¢in Truelove-Witts
Kriteri

Kriterler Hafif Orta Siddetli

Kanl1 gaita/giin <4 >6

Nabiz /dk Normal >90

Viicut sicaklig1 C Normal Hafif ve Siddetli >37.8
arasi

Hemoglobin g/di Normal <10.5

Sedimantasyon Normal >30

mm/sa

Cizelge 3.2: Tedavi grubundaki hastalarin demografik ve hastalik 6zellikleri

Ulseratif Crohn D
Kolit(n=15
( ) (n=10)
Yas (medyan(min-maks)) yil 33(19;68) 33(24,65) 0.643
Cinsiyet
Erkek 9 (%60) 4(%40)
0.428
Kadin 6 (%40) 6(%.60)
Hastalk tutulum yeri
Kolon 15(%100) 1(%10)
fleum 0(%0) 6(%60) <0.001
Kolon+ileum 0(%0) 3(%30)
Hastalik siiresi (medyan(min-maks)) yil 4(1;12) 2(1;9) 0.129
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Kefir Uygulamasi:

Mayis 2015-Aralik 2016 aras1 Bursa Uludag Universitesi Gastorentereroloji
Boliimiine bagvuran 15 iilseratif kolit ve 13 crohn tanis1 almis hastadan 28 giin 4
hafta boyunca sabah aksam 200 ml kefir i¢meleri; igtikleri kefiri “Kefir
Tiiketimi Giinliigii Formuna” kaydetmeleri istenmistir. Sabah ve aksam igtikleri
miktar1 ayr1 ayr1 not ettikleri formda notlar kismi da olusturulmus, bu kisima
kefirin hastalik durumuna olumlu veya olumsuz etkilerini yazmalar1 istenmistir.
Ayni formun devaminda “Semptomlar ve Hayat Kalitesi Degisiminin Kontrol
Formuna” karin agrisi / rahatsizligi, siskinlik, digkilama sayisi, diskilama
kivami (civik / sulu veya topak / kat1 vb.) ile ilgili sikayetlerini ve kendini iyi
hissetme skorlarini giinliik olarak kaydetmeleri istenmistir. Kefir tiiketiminin
birakilmast durumunda yine ayni1 forma, sebebiyle birlikte kayit etmeleri

hastalara bildirilmistir.

Kefir liretimi sirasinda iiretici ile temasa gecilmis her parti kefirin ayni starter
ile yapildigi hakkinda kesin bilgi almmistir. Uretimde standart bir islem
kullanilacagi i¢in sonuglarin degisken olmayacagi ongoriilmiistiir. Her hastaya

kefir i¢inde ayn1 probiyotik bakterilerin ulagmasi saglanmistir.

Hastalara verilecek kefir Eker Siit Uriinleri Gida Sanayi ve Ticaret A.S.den
temin edilmis, son kullanma tarihleri, parti ve seri numaralar1 kayit altina

alinmistir.

Calismaya dahil olan hastalarin ev adreslerine veya kendileri i¢in uygun bir yere
4 hafta boyunca tiiketecekleri kefir siselenmis bir sekilde soguk =zinciri
bozmadan arastirici tarafindan ulastirilmistir. Hastalar bu sirada antibiyotik ilag

kullanmamis fakat var olan ilaglarin1 kullanmaya devam etmislerdir.

Sabah ve aksam ig¢ilmesi gereken kefir i¢in, denekler arastirmaci tarafindan
¢esitli zamanlarda telefonla aranarak kontrol edilmis ve deneklerin kefiri

diizenli olarak almalar1 saglanmistir.

Tedavi donemi
Tedavi donemi boyunca giinlilk olarak doldurulmak {izere, 4 haftalik kefir
kullanim1 sonrasi kefir tiiketimi “Semptomlar Ve Hayat Kalitesi Degisiminin

Kontrol Formu” dagitilmistir (Cizelge 4.14).
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Tedavi grubundaki hastalar, giinde 2 kez 200 cc kefir almistir. Hastalara

kullandiklar1 i¢gecegin probiyotik oldugu séylenmistir.

Hastalardan bu donemde kefir kullanimi formuna kag¢ bardak probiyotik
ictiklerini not etmeleri istenmistir. Ayrica Semptomlar Ve Hayat Kalitesi
Degisiminin Kontrol Formuna karin agrisi / rahatsizligi, siskinlik, digskilama
say1s1, digkilama kivami (civik / sulu veya topak / kat1 vb.) ile ilgili sikayetlerini ve
kendini iyi hissetme skorlarini giinliik olarak kaydetmeleri saglanmistir. Hayat
kalitesi degisim formundan elde edilen 4 haftalik sonuglar toplanarak
degerlendirilmistir. Tedavi ile ilgili istenmeyen etkiler olup olmadigi
Ogrenilmistir. Ayrica tedavi bitiminde hastalara, “Sikayetlerinizde tatmin edici
iyilesme oldugunu diisiiniiyor musunuz?” sorusu sorularak, yanitlar “evet, hayir,

fark” yok seklinde kaydedilmistir.

Karin agrist1 ve siskinlik sikayetlerinin siddeti 4 o6l¢ek iizerinden, yok=0,
hafif=1, orta=2, siddetli=3 olarak puanlandirilmistir. Hastalar arasindaki olas1
farkli degerlendirmeleri ortadan kaldirmak i¢in; hafif siddet “hastanin giinliik
islerini yapmasini etkilemeyen ve engellemeyen diizey”, orta siddet “hastanin
giinliik islerini yapmasini etkileyen diizey”, siddetli ise “hastanin giinliik islerini

yapmasini engelleyen diizey” olarak tanimlanmistir.

Digkilama kivami, civik / sulu =0, piire kivaminda=1, orta sulu=2, normal=3,
sert gaita=4, ¢ok sert veya topak=5 basliklar1 altinda giinlik olarak

puanlanmustir.

Kendini iyi hissetme skorlamasi ise ¢ok kotii=1, kotii=2, orta/ normal=3, 1yi=4,

¢ok 1yi=5 olarak puanlandirilmistir.

Kontrol Grubu

Konrol grubu hastalarina gilinliik olarak doldurulmak iizere, 4 haftalik
“Semptomlar Ve Hayat Kalitesi Degisiminin Kontrol Formu” dagitilmistir
(Cizelge 4.14). Kontrol grubundaki hastalar kefir tiiketmeden giinligi
doldurmuslardir. Ik giin ve 28 giin sonra gaita numuneleri alinarak analizler

i¢in saklanmigtir.
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Numune Toplama
4 hafta kefir kullanimindan 6nce ve sonra hastalardan ve kontrol grubundan
steril gaita tiipline gaita Ornegi istenmis ve alinan gaitalar, analiz i¢in uygun

sartlarda(-20C’de) saklanmistir.

Sekil 3.1: Hastalarin kullandig: steril gaita tiipleri
3.1.2 Mikrobiyolojik Tayinler i¢in Gerecler
3.1.2.1 Ornek hazirlama ve homojenizasyon

+4 derecede laboratuvara orjinal ambalajinda getirilen kefir homojenize edilmis

ve desimal diliisyonlar halinde hazirlanmistir.
3.1.2.2 Besiyerleri

Kefir numunesinin mikrobiyolojik tayinleri icin MRS Agar, MRS Broth (de
Man Rogosa Sharpe agar, Oxoid CM361) ve PDA (Potato Dextrose Agar, Oxoid
CM139) besiyerleri kullanilmistir. BPW  (Buffered Peptone Water)

kullanilmistir.

De Man Rogosa and Sharpe (MRS agar) elde etmek igin besiyeri 68,2 g/l olacak
sekilde damitik su icinde 1sitilip eritilmis, pH’s1 5,7+ 0,2 olacak seklide

ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

MRS Broth elde etmek i¢in besiyeri 52,2 g/l olacak sekilde damitik suda
coziildiikten sonra, pH 5,7 £ 0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir.

PDA (Potato Dextrose Agar, Oxoid CM139) hazirlamak i¢in dehidre besiyeri,
39,0 g/l olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak eritilmistir, 121 °C’de 15

dakika sterilize edildikten sonra petrilere dokiilmiistiir.
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Nutrient Broth elde etmek i¢in besiyeri, 13,0 g/l olacak sekilde damitik suda
¢oziildikkten sonra, pH 7,2 + 0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.

Safra tuzu i¢geren MRS broth elde etmek i¢in brotlara %0,3 oraninda safra tuzu,
Oxgall (Bile bovine, Sigma- Aldrich, A.B.D.) cklenmis 7’ser ml tiiplere
dagitilmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

2,5 ph’da MRS broth elde etmek igin brothlara 1 N steril hidroklorik asit (HCL,
Sigma Aldrich, A.B.D.) eklenmis ve 10’ar ml tiiplere dagitilmis ve 121 °C’de
15 dakika otoklavda steril edilmistir.

3.1.2.3 Boyalar

Gram boyama i¢in kullanilacak olan kristal violet etil alkol igerisinde
¢ozilindiiriildiikten sonra lizerine erlende 20 ml damitik su igerisinde ¢Oziinmiis
olan amonyum oksalat eklenmistir. Karisim filtreden gecirilerek kullanilmistir
(Tamer ve ark. 1989). Safranin alkol igerisinde ¢ozdiriildiikten sonra damitik su
ilave edilmis ve 24 saat sonrasinda ¢ozelti filtreden kullanilmistir (Tamer ve
ark. 1989). Lugol Potasyum iyodiir 25-30 ml damitik suda ¢6ziilmiis ve iizerine
iyot ilave edilmis ve ¢ozelti damitik su ile 100 ml’ye tamamlanmistir (Tamer ve

ark. 1989).
3.1.2.4 Cozeltiler

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilacak fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi hazirlamak

i¢in sodyum kloriir damitik su igerisinde ¢oziilmiistiir. (Tamer ve ark. 1989).

Gliserol hazirlamak ig¢in gliserol ve damitik su karistirilip 121 °C’de 15 dakika
otoklavda steril edildikten sonra kullanilmistir (Akgelik ve ark. 1999).

3.1.2.5 Test bakterileri

Izolatlarin antimikrobiyal etkilerin tespiti icin Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalisATCC
19433, S. Epidermidis ATCC 12228 test bakterileri kullanilmis ve bakteriler
Istanbul Aydin Universitesi laboratuvarlarindan temin edilmistir. Test
bakterilerinin  aktiflestirilmesi 37 °C' de 24 saat inkiibe edilerek

gergeklestirilmistir.
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MRS agar igeren petrilere 1 ml’lik steril otomatik pipet uclariyla 9 mm ¢apinda
kuyucuklar agilmis ve 100 ul aktif test bakterileri ilave edilmistir ve inkiibasyon
bitiminde (37°C / 24 saat) olusan zonlarin ¢aplar1 milimetrik olarak ol¢lilmiistiir

(CLSI 2015; Todorov ve Dicks 2006).
3.1.2.6 Antibiyotik Diskler

Penicillin G (10pg), Ampicillin (10pg), Gentamicin (10pg), Vancomycin (30pug)
antibiyotik diskleri kullanilmistir. CLSI 2015’nin Onerdigi disk difiizyon
yontemi kullanilmistir. Sonuglar i¢in zon c¢aplar1 Olgililmiistiir. Caplara gore
direngli (R), orta dereceli duyarli (MS) ve duyarli (S) olmak iizere sonuglar

belirlenmistir.

3.1.3 Malditoff Ms

Ol¢iimler MALDI-TOF VITEK® MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) kiitle
spektrometresi ile yapilmistir. Pipet, Oze, Vitek MS hedef slayti, Kalibrant E
coli ATCC 8739, Matrix ve %25 formik asit analiz i¢in kullanilan
mazlemelerdir. Datalar otomatik olarak programdan “VITEK®MS Review” ile

elde edilmistir. Her bir petri i¢in 3 bagimsiz analiz tekrarlanmistir.

3.14 API50CH

Izole edilen suslarin idendifikasyonu API 50 CHL Medium (Bio Mérieux La

Bali Grottes, France) kullanilarak yapilmaistir.

3.15 PCR

Gaitadan DNA izole edilmesi i¢in Stool DNA Isolation Kit (QIAamp DNA
Stool Kit) kullanilmis ve iiretici talimatlarina gore prosediir takip edilmistir.
Lactobacillus primerlerinin optimizasyonu i¢in Thermal Cycler T-100 (BioRad,
Istanbul, Turkey) tizerinden PCR amplifikasyonuyla gerceklestirilmistir. Gaita
orneklerinden izole edilen DNA o6rneklerinde Lactobaciluslar ve Lactobacillus
kefiri varligi Roche Lightcycler Nano Software (BioRad, Istanbul, Turkey) Real
Time-gPCR cihazi kullanilarak yapilmaistir.

Lactobacillus geni igin pozitif kontrol olarak Lactobacillus rhamnosus
CECT278-ATCC7469, Lactobacillus kefiri i¢in ise ATCC35411 kullanilarak

standart egriler elde edilmistir.
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3.2 Yontem

Kefirin mikrobiyolojik tayinleri yayma plaka yontemi ve API 50 CH, MALDI-
TOF-MS ile, hastalardan alinan gaita numunelerinin analizi molekiiler
yontemler kullanilarak rt-qPCR ile ayrica hastalardan alinan hayat kalitesi

formlarinin degerlendirilmesi ise SPSS-22 ile yapilmistir.

3.2.1 Mikrobiyolojik incelemeler
3.2.1.1 Ornek Hazirlama

Calismamizda kulanilan kefir 6rnegi + 4 °C’de laboratuvara getirilmistir.
Ornek, 1:9 oraninda (10gr. 6rnek:90ml dilusyon sivisi vb) dilusyon sivisi ile
seyreltilmistir. Seyreltilen Ornekler manuel olarak homojenize edilmistir

(ISO/TS 11133: 2014, 1SO 7218:2007).

1/10’luk hazirlanan seyreltimden direkt ekim yapilmistir ve yine 1:9 oraninda
ileri seyreltimleri yapilarak dilusyonlar hazirlanmistir. Dilusyon sivisi olarak

BPW (Buffered Peptone Water) kullanilmistir.
3.2.1.2 Besiyerlerine EKim

Analizin yapilacagi ortam sicakligi 30°C’yi gegmeyecek seklide ayarlanmistir.
Hazirlanmis seyreltimlerden 0,1ml  6rnek alinmis ve uygun agar {izerine steril
drigalski ¢ubugu ile yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. 37 °C' de etiivlere
48-72 saat siire ile anaerob jarda inkubasyona birakilmistir. PDA’da 22°C de 5
gilin mayalar i¢in inkiibasyona birakilmistir (ISO EN ISO 7218). Siire sonunda

olusan koloniler sayilmistir.

Sekil 3.2: Izolatlarin anaerobik oratamda inkiibasyonu
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3.2.1.3 Toplam canh bakteri sayimi

Inkiibasyonlardan sonra canli koloniler 30-300 koloni igeren petrilerden
sayilmistir ve hesaplamalar1 asagidaki sekilde yapilmistir. (Tharmaraj ve Shah

2003, Phillips ve 2006).

Kob/g = [Ortalama Koloni sayisixSeyreltme faktorii/Seyreltme tiipiinden petri

kabina aktarilan 6rnek hacmi (ml)].

Seyreltme faktorii = [1/Seyreltme orani]

Sekil 3.3: Laboratuvar ¢alismalari

3.2.1.4 lizolasyon, identifikasyon

Inkiibasyon sonucunda petrilerde olusan kirli beyaz, beyaz ve opak, kiigiik ve
biiylik probiyotik bakteri olabilecek koloniler alinmis 6ze yardimiyla baska
petrilere ¢izgi ekim yontemi ile aktarilmistir. inkubasyon sonucu elde edilen

izolatlar saflastirilincaya kadar isleme devam edilmistir.

Izolatlar saflastirilinca Gram boyama yapilarak Gram pozitif, basil ve katalaz
negatif bakteriler segilerek numaralandirilmistir. (ISO 6887-6:2013, Van de
Casteele 2006; Halkman 2005; Holt ve ark. 2000).

Saflastirilan izolatlar — 80 °C’de %20’lik gliserol igerisinde saklanmistir.
Numaralandirilan suslarin idendifikasyonu API 50 CHL Medium (Bio Mérieux
La Bali Grottes, France) ve MALDI-TOF Vitek MS VITEK® MS (bioMerieux,

Marcy I’Etoile/Fransa) kullanilarak yapilmistir.
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Hiicre Morfolojisi
Tek diisen kolonilerin inkiibasyonu sonunda gelisen kolonilere kristal violet ile
boyama yapilmis ve boyamalar daha sonra mikroskopta incelenmistir (Arda

2015, Tamer ve ark. 1989; Akgelik ve ark. 1999).

Sekil 3.4: izolatlarin mikroskopta incelenmesi ve basil sekilli mikroorganizmalar

Gram Boyama

Kat1 besiyerindeki kiiltiirden 6ze ile yaklasik bir toplu igne basi biiyiikliigiinde
bir kisim alinarak, lam iizerine konulmus bir damla su icerisinde yiizeye 0ze ile
yayilmistir. Kurutulmus ve fikslenmistir. Kristal violet soliisyonla 2-3 dakika
boyunca boyanmistir. Boya dokiilmiis ve preparat iizerine lugol soliisyonu
konmustur 1-2 dakika beklenmis, lugol solusyonu ddkiilmiistiir. Saf alkolle renk
giderilmistir. Su ile yikanmigstir. Safranin ile 5-10 saniye boyanmistir. Suyla
yikanarak boya giderilmistir. Havada kurutulmustur. Sedir yag1 konarak
mikroskopta 100'luk objektifte incelenmistir. Mor goériilen mikroorganizmalar G
(+) ve pembe goriilenler de G (-) olarak saptanmistir (Arda 2015, Tamer ve ark.
1989; Akgelik ve ark. 1999).

Katalaz Testi

Aktif bakteri kiiltiirleri lizerine %3 hidrojen peroksit damlatilarak gaz
kabarciklarinin ¢ikip ¢ikmadigi gozlenmistir. Gaz kabarcigr goriilen kiiltlirler
i¢in test pozitif, gaz kabarcig1 goriilmeyen kiiltiirler i¢in ise test negatif olarak

degerlendirilmistir (Tille 2014, Aksoy 2007; Tamer ve ark. 1989).

izolatlarin API 50 CH ile identifikasyonu
Suslarin  idendifikasyonu API 50 CHL Medium (Bio M¢érieux,

France)kullanilarak yapilmistir. 50 biyokimyasal testten olusan bir sistem olan
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API 50 CH mikroorganizmalarin karbonhidrat metabolizmasinin g¢alismasini
saglamaktadir. API 50 CHL Medium Lactobacillus ve ilgili tiirlerin
tamimlanmasi i¢in kullanilmaktadir. APl 50 CH stribi, karbonhidrat ailesi ve
onun tiirevlerine ait olan substratlarin fermantasyonunu kullanan 50 mikro tiip
igermektedir. Fermantasyon testleri substratlar1 sulandiran API 50 CHL Medium
ile eklenmektedir. Inkiibasyon sirasinda, fermantasyon asidin anaerobik iiretimi
ile ve secilen besiyerinde bulunan pH indikatdrii tarafindan saptanan tiipte renk

degisimi olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Sekil 3.5: Bakteri izolasyonu

izolatlarin MALDI-TOF MS (VITEK® MS) ile identifikasyonu

MALDI-TOF bakterilerin  protein  yiiklerine bagli ayrima giderek
identifikasyonu gergeklestirmektedir. Matriks Yardimli Lazer Iyonizasyon Kiitle
Spektrometresi  (MALDI-TOF MS) probiyotik gidalardaki  bakterileri

tanimlamak i¢in hizli ve spesifik bir yontemdir. (Angelakis ve ark 2011)

24-48 saatlik saf bakteri kiiltlirleri kullanilarak MALDI-TOF ile dogrulama
analizleri yapilmistir. Kiiltiirden izole edilmis mikroorganizmalar direkt hedef

plate uygulandi, data analizi referans veritabanina gdére yapilmaistir.

[slem sirasinda slaytin ortasindaki kuyucuga 6ze dolusu E.coli kalibrant:
yayilmis ve kurumasini beklemeden 1 pl matrix soliisyonundan eklenmistir.
Sirasiyla 1. kuyucuktan baglayarak (Ai, Az ve ...) oOrnekler kuyucuklara
koyulmustur. Tiim slayti1 doldurduktan sonra slaytin barkod numarasini okutulup

calistigimiz 6rnek bakteri oldugundan bakteri kismi iseretlenmis ve kuyucuk
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onaylanmistir, islem baglatilmistir. Slayt tepsiye yerlestirdikten sonra tepsi

cihaza konulmus ve sonuglara belirlenmistir. (Dubois ve ark. 2012).

3.2.2 lizolatlarin asit toleranslariin tespiti

Lactobacillus spp. suslari, 1 N HCI ile ayarlanmis 2,5 pH degerlerindeki taze
MRS broth besi yerine 0,5 mc farlanda ayarlanarak 0,1 ml inokiile edilmistir. 7
ml’ lik serum fizyolojik igeren tiiplere konan 0,-1,-2 diliisyonlar yapilip 0, 2, 4
saat 37°C de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan koloniler
sayllmis ve cfu/ml olarak hesaplanmistir. (Klingberg ve ark. 2005, Song ve
ark.2015).

Sekil 3.6: Asit toleransi tespiti i¢in hazirlanmis 2,5 ph MRS brothlar
3.2.3 1lzolatlarin safra tuzu toleranslarinin tespiti

Lactobacillus spp. suslarinin safra tuzlarina karsi direnglerini belirlemek igin
saflagtirlmis suslardan 0,5 mcfarlanda ayarlama yapilmistir. MRS broth
besiyerine %0,3 oxgall (sigma) ilave edilmis sterilize edilmistir. 7 ml serum
fiyolojik igeren tiiplere izolatlardan %1 inokulasyon yapilmis ve karistirilmistir.

Inkiibasyon sonunda her kiiltiirden fizyolojik su igerisinde diliisyon yapilmustir.

3.2.4 1lzolatlarmm antibiyotik duyarlihklarimmn tespiti

Kefirden izole edilen Lactobacillus spp. suslarinin; Penicillin G (10ug),
Ampicillin (10pg), Gentamicin (10pg), Vancomycin (30ug) antibiyotiklerine
kars1 duyarliliklar test edilmistir.

Aktif kiiltiirlerin yogunluklar1 0,5 MacFarland standardina gore ayarlanan

siispansiyondan Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerine steril bir ekiivyon
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yardimiyla siiriintii ekimi yapilmistir. Daha sonra her petriye 4 antibiyotik disk
petri kenarindan 10 mm ve birbirlerinden 15 mm uzaklikta olacak sekilde
konulmustur. Inkiibasyon sonucunda antibiyotik disk ¢evresinde olusan zonlarin
caplart kumpas ile milimetrik olarak o6l¢iilmiistiir. Disk difiizyon metodunda
Olgiilen zon caplarina gore direngli (R), orta dereceli duyarli (MS) ve duyarli (S)
olmak tizere kategorize edilerek verilmistir. (CLSI 2015).

Sekil 3.7: izolatlarm antibiyotik duyarliliklar: testleri
3.2.5 lzolatlarin antimikrobiyal etkilerin tespiti

Antimikrobiyal aktivite disk diflizyon metoduna gore saptanmistir.
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalisATCC 19433, S. Epidermidis ATCC 12228 test bakterileri
Nutrient broth’ta 37 °C’de 24 saat aktiflestirilmis ve hiicre yogunluklar1 0,5
nolu McFarland standartina goére ayarlanmistir. Bu yontem cergevesinde 15 ml
MRS agar igeren petrilere 200 ul 10°-10" kob/g aktif kiiltirler yayilmis, 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. MRS agar igeren petrilere 1 ml’lik steril
otomatik pipet uglariyla 9 mm capinda kuyucuklar acgilarak ve 100 pl aktif test
bakterileri ilave edilmis ve inkiibasyon bitiminde (37°C / 24 saat) olusan
zonlarin ¢aplart milimetrik olarak Sl¢tilmiistiir (CLSI 2015; Todorov ve Dicks
2006).
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3.2.6 Molekiiler incelemeler:
3.2.2.1.1 DNA izolasyonlari

Kontrol Bakteri Suslarindan Niikleik Asit izolasyonu

Tez kapsaminda pozitif kontrol olarak kullanilmak {izere Lactobacillus
rhamnosus susu, CECT278-ATCC7469 olarak tedarik edilmistir. Lactobacillus
kefiri i¢cin ise ATCC35411 susu alinmistir. Bu iki sustan Roche High-Pure PCR
Template Preperation Kit kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Islem basamaklar1 su sekildedir: Petri kaplarindan, her iki bakteri susu i¢in tekli
koloni segilerek, 200ul steril su bulunan iki ayri tiip igerisinde ¢dziilmiistiir.
Hazirlanan ¢ézeltilere 10ul Lyzozome eklenerek 37 C’de 15 dakika inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Tiiplere 200ul Binding Buffer ve 40ul Proteinaz K
eklenerek, vorteks yardimiyla karistirilmistir. Tiplere, 75 C’de 30 dakikalik
inkiibasynun ardindan 100ul isopropanol eklenmistir. Vorteks yardimiyla
karistirildiktan sonra, tiip icerigi, filtreli kolonlara aktarilmistir. Kolonlar
8000g’de 1 dakika santrifiij edilmis ve filtreden asagi gecen sivi atilmistir.
Filtrenin tizerine 500ul Inhibitor Removal Buffer eklenerek yeniden 8000g’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Alt kisimdaki sivi atilarak, yikama amagli 500ul
Wash Buffer filtre iizerine eklenmis ve 8000g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Alt kisimdaki sivi atilarak, tekrar 500ul Wash Buffer eklenmis ve santrifii
islemi tekrarlanmistir. Kolonlar, DNA’nin saklanacagi 1.5ml’lik yeni tiiplere
yerlestirilerek, lizerine 75C’de 1sitilmis 100ul Elution Buffer eklenmistir. Oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyonun ardindan, 8000g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Hazirlanan DNA’lar sonraki uygulamalarda kullanilmak iizere -20

C’de muhafaza edilmistir.

Diski Orneklerinden Niikleik Asit Izolasyon

Hastalardan alinan diski 6rnekleri kefir igiminden 6nce ve sonra olmak iizere iki
gruba ayrilmigtir. Her hastaya ait iki adet digski 6rneginden ve kontrol grubu
diski orneklerinden ayr1 ayr1 DNA izolasyonu, QIAamp DNA Stool Kit
yardimiyla yapilmistir. Islem basamaklar1 su sekildedir: -20C’de saklanan digki
ornekleri ¢ozlinmeden, 200mg kadar alinarak, 1.4ml ASL Buffer igerisine
yerlestirilmistir.  Ornegin tamami ¢oziilene kadar vorteks yardimiyla
karistirilmistir (Yaklasik 3 dakika). Hazirlanan c¢ozelti, 95°Cde 5 dakika,
ardindan ise 75°C’'de 5 dakika inkiibasyona tabi tutulmustur. Tiipler 8000g’de 1
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dakika santrifiij edilerek, olusan 1.2ml iist sivi, ¢okeltiye dokunulmadan yeni bir
tiipe aktarilmistir. Ust fazin igerisine 1 adet InhibitEX tablet atilarak, vorteks
yardimiyla iyice c¢Oziinmesi saglanmistir. Oda sicaklifinda 3 dakikalik
inkiibasyonun ardindan, tiipler 8000g’de 3 dakika santrifiijj edilerek,
inhibitorlerin ¢okmesi saglanmistir. Olusan iist faz yeni bir tiipe aktarilmais,
tizerine 15ul Proteinaz K eklenerek vorteks yardimiyla karistirilmistir.
Karigimin iizerine 200ul AL Buffer eklenmis, vorteks yardimiyla karistirilmis
ve 70C°de 15 dakika inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyonun ardindan
200ul %100 Etanol eklenerek karistirilmistir. Hazirlanan soliisyon, filtreli
kolonlara aktarilarak 8000g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Filtreden asagi
gecen alt faz atilarak, kolon iizerine 500ul Buffer AW1 eklenmis ve santrifiij
islemi tekrarlanmistir. Alt fazin atilmasinin ardindan, ikincil yikama amacl,
kolon tiizerine 500ul AW2 eklenerek 8000g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Kolon altinda bulunan tiipler yenileriyle degistirilerek 8000g’de 2 dakika daha
santrifiij yapilmistir. Kolonlar DNA’larin muhafaza edilecegi 1.5ml’lik yeni
tiiplere yerlestirilerek, tizerlerinen 75°Cde 1sitilmis 120ul Elution Buffer
eklenmistir. Oda sicakliginda gergeklestirilen 10 dakikalik inkiibasyonun
ardindan 8000g’de 1 dakika santrifiij yapilarak, DNA izolasyonu
tamamlanmistir. Elde edilen DNA’lar sonraki uygulamalarda kullanilmak tizere

-20C’de muhafaza edilmistir.

Orneklerdeki Lactobacillus varliginin PCR Yontemi ile Tespit Edilmesi
Orneklerde genel olarak Lactobacillus varligmin tespiti i¢in kullanilan primer
cifti ve Lactobacillus kefiri tespiti i¢in kullanilan primer ¢ifti bilgileri asagidaki

cizelgede verilmistir.
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Cizelge 3.3: Lactobacillus ve Lactobacillus kefiri tespiti i¢in kullanilan primer

cifti bilgileri
Primer Baglanma  Amplikon Gen
Primer Adi1  Primer Dizisi Boyu %GC  Sicakligt Boyu Bankast
No

focaeccTece

Lacto-F 20bp 55 58.6C 89bp 823.1
AAATCTCCGGATC CP016

Lacto-R AAAGCTTACTTAT 26bp 34.6 54.4C 89bp 823.1
ATTCCTGTGCTCAG EU6G88

Kefiri-F GCGTTT 20bp 50 57.3C 124hp 976.1
TGTTATCCCCTACT EUG88

Kefiri-R TCAAGGGCA 20bp 47.8 57.8C 124hp 976.1

Cizelge 3.4: Calismada kullanilan PCR igerikleri

icerik Konsantrasyon Miktar

KCI Buffer 10x 2.5 ul

MgCI2 25mM 1.5 ul

dNTP 25nml(herbiri) 1.5l

Primer-F 10uM 0.5 ul

Primer-R 10uM 0.5ul

Taq Sunit/ul 0.3 ul

DNA - Sul

Steril Su - 13.2 ul

Toplam Hacim - 25 ul
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=187763249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=187763249

Cizelge 3.5: PCR isleminde kullanilan Termal Sayklir cihaz kosullar

Sicaklik Siire Tekrar Sayisi
95 °C 5 dakika
95 °C 30 saniye 35
55 °C 30 saniye 35
72 °C 60 saniye 35
72 °C 7 dakika
4 °C o0

Her iki primer ¢ifti i¢in yukaridaki karisim ayri ayr1 hazirlanarak ornekler
calisilmistir. PCR isleminde kullanilan Termal Sayklir cihaz kosullar
yukaridaki ¢izelgede verilmistir.

PCR ile Cogaltilan Lactobacillus Amplikonlarinin Dogrulanmasi

PCR yoOntemi ile g¢ogaltilan Lactobacillus amplikonlarinn dogrulugunun test
edilmesi i¢in, reaksiyonlar jel elektrofez ile yiiriitiilmiistiir. Jel elektroforez ile
iiretilen amplikonlarin boylarinin istenen biiyiiklilkte oldugu ve herhangi bir

kirlilik ya da spesifik olmayan ¢ogalmanin gerceklesmedigi dogrulanmistir.

Jel elektroforez islemi icin agaroz jelin hazirlanmasi protokolii: %2’lik
agaroz jel hazirlamak amagli, 2 gr agar tartilarak bir cam erlenmeyere
aktarilmistir.50ml 1X TBE agar {izerisine eklenerek calkalanmis ve 3 dakika
mikrodalga firinda i1sitilmistir.Agarin tamaminin ¢6zilindiigii goriildiigiinde,
siirekli calkalanarak, soliisyonun sogumasi saglanmistir.Soliisyona 3ul Etidyum
Bromiir eklenmis, karigtirarak homojen dagilmasi saglanmistir. Tamamen berrak
goriinen soliisyon hazirlanan jel dokme tepsisine aktarilmig, taraklar
yerlestirilerek, olusan baloncuklar giderilmistir. 30 dakika sogumaya birakilan
jel tamamen katilasinca, taraklar ¢ikartilarak, igerisinde 1X TBE bulunan

ylriitme tankina yerlestirilmistir. (Ojdana ve ark. 2014).

Jel elektroforez yontemi protokolii: PCR’1 tamamlanan orneklerden alinan
10ul, 2ul 6XLoading Dye ile pipetaj yardimi ile steril bir yiizeyde
karistirilmistir. Jel taraklarina her bir reaksiyon ayri ayri yiiklenmistir. Her
siranin basina, amplikon boylarinin ayirt edilebilmesini saglamak icin 2.5ul

Ladder ytliklenmistir. Jel tanki kapagi oturtularak, yiiriitme islemi sabit 90V’da
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30 dakika seklinde gerceklestirilmistir. Yiiriitme sonrasinda jel analizi, UV

transilluminatdr yardimiyla gerceklestirilmistir.

Jel elektroforez sonucunda beklenen boylarda goriilen amplikonlarin dizileme
ile konfirmasonu gergeklestirilmistir. Dizileme islemi i¢in Oncelikle,
reaksiyonlar Exo-Sap Saflagtirma yontemi ile fazla primer ve dNTP’lerden
arindirilmigtir. Sonrasinda ise Big Dye Termination islemi ile sentezlenen
amplikonlar dizilemeye hazir hale getirilmistir. Big Dye reaksiyonu sonrasi
ornekler, clean-up kolonlar1 ile temizlenerek Genetik Analizor cihazinda

yuriitilmiistiir.

Cizelge 3.6: Exo-Sap Saflastirmasi Reaksiyon Igerigi

I¢indekiler Hacim(ul)

PCR Ornegi °

Exonuclease | 0.5

Alkaline Phospatase 1

Toplam 6.5

Cizelge 3.7: Exo-Sap Saflastirma Termal Sayklir Cihaz Kosullari:

Sicaklik Siire(dk)

37°C 15:00

85°C 15:00

Cizelge 3.8: Big Dye Termination Reaksiyon Igerigi:
I¢indekiler Hacim(ul)
5X Big Dye Buffer 4
Primer 1,5
Ornek 1,5
BigDye 1,5
Su 11,5
Toplam 20
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Cizelge 3.9: Big Dye Reaksiyonu i¢in Termal Sayklir Cihaz Kosullari:

Sicaklik Siire(dk)
96°C 00:10
50°C 00:05
60°C 04:00

35 dongii

Big Dye Sonrasi Sekans Clean Up islemi: 240 pl “Sequencing Buffer” ile 10
ul dizileme ornegi karistirilip ve kolona aktarilmistir. Maksimum hizda 30 sn.
santrifiij islemi uygulanmistir. Alt sivi uzaklastirildiktan sonra kolona 300 pl
“Washing Buffer” eklenmesinin ardindan maksimum hizda 30 sn. santrifiij
islemi uygulanmistir. Kolona 20 pl steril su eklenerek, oda sicakliginda 10
dakika inkiibasyon yapilmistir. Kolonlar yeni 1.5ml’lik tiiplere yerlestirilerek

maksimum hizda 30 sn. santrifiij islemi uygulanmistir.

Orneklerin Genetik Analizére Yiiklenerek Yiiriitiilmesi ve Analizi: Clean-
Up yapilan tiiplerden 15ul alinarak, genetic analizér plate’ine yiiklenmistir.
Ornek yiiklenmesi tamamlanan plate analizore yiiklenerek, sekans yiiriitmesi
gerceklestirilmistir. Yiirlitme sonrasinda, sonu¢ dosyalart Sequencing Analysis
yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Analizden elde edilen sonuglar FASTA

formatinda alinarak, NCBI BLASTyaziliminda veri bankasi ile karsilstirilmistir.

Orneklerin Real Time Yontemi ile Cahsilmasi

Diski orneklerinden elde edilen DNA’lar, dogrulanmas1 PCR ve dizileme ile
yapilan primer c¢iftleri ile Real Time yontemi ile c¢alisiilmistir. Calismada
kullanilan Real Time PCR cihazi Roche LightCycler Nano cihazidir. Orneklerin

calisilmasi, sybrgreen kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.10: Real Time PCR igerikleri:

icindekiler Konsantrasyon Miktar

SYBR Mix 2X 10ul

DNA - 5ul

F Primer 10uM 0.5ul

R Primer 10uM 0.5ul

Water - 9ul
Cizelge 3.11:Melting Curve Kosullar1

Temp Ramp Hold (sec)

60 4 60

95 0.05 1
Cizelge 3.12: Real Time PCR Cihaz Ayarlari
Adim Sicakhk Siire Floresan Tekrar

Ol¢iim

1 95°C 10 dakika - -
2 95°C 30 saniye - -40-
2 56°C 30 saniye - -40-
2 72°C 1 min Evet -40-

Lactobacillus spp.’ye ait primerler Wang ve ark. (2011) kosullara bagh

kalinarak Lactobacillus kefiri’ye ait primerler ise NCBI’deki niikleotid dizileri

referans alinarak diiz (F)/ters (R) olacak sekilde Fullgen Ltd. (Istanbul, Tiirkiye)

sirketine tasarlatilmistir.
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Sekil 3.8: Primer spesifititesini kontrol etmek i¢in Lactobacillus PCR
amplifikasyonu

Sekil 3.9: Primer spesifititesini kontrol etmek i¢in Lactobacillus PCR
amplifikasyonu

3.2.7 Ilstatistiksel degerlendirmeler

Verinin istatistiksel analizi SPSS23.0 istatistik paket programinda yapilmistir.
Verinin normal dagilim gosterip gostermedigi  Shapiro-Wilk testi ile
incelenmistir. Normal dagilim gosteren veri igin iki grup karsilastirmalarinda t-
testi 2°den normal dagilmayan veri i¢cin Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
Bagimli  drneklemlerin  karsilastirilmasinda  Wilcoxon Isaret sira testi

kullanilmistir. Kategorik verinin incelenmesinde Fisher’in Kesin Ki-kare testi
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ve Fisher-Freeman-Halton testi kullanilmistir. Tekrarli 6l¢limlerin analizinde
baslangi¢ 6l¢lime gore ylizde degisim degeri (ylizde degisim= (son dl¢iim — ilk
Ol¢lim) / ilk 6lgiim) hesaplanarak gruplar arasinda karsilastirilmistir. Anlamlilik

diizeyi 0=0,05 olarak belirlenmistir.
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4 BULGULAR

Bu arastirmada fermente bir siit {iriinii olan kefirin 48 adet UK ve CH
hastasinin gaitalarinda Lactobacillus ve Lactobacillus kefiri agisindan
olusturdugu degisiklige ve hastalarin yasam kalitesi, semptomlar1 ve

biyokimyasal parametrelerine etkileri incelenmistir.

28 hasta tedavi grubunda 20 hasta kontrol grubunda yer almistir. Tedavi
grubundaki 28 hasta dort hafta sabah aksam kefir tiikketmis, kontrol grubu

kefir tiiketmemistir.

4.1 Kefir analizleri Mikrobiyolojik Bulgular:

Kefirin mikrobiyolojik analizleri sonucu 5 x 10" kob/ml laktik asit

bakterileri, 2,1x10* kob/ml maya bulunmustir.

4.2 Lactobacillus suslariin identifikasyonu bulgulari

Kefirden 10 adet gram pozitif, katalaz negatif, basil sekilli izolat elde
edilmistir. Bunlardan LP1, LP 6 ve LP 5b seklinde kodlananlar Lactobacillus
pentosous, LB 2, LB 3 seklinde kodlananlar Lactobacillus brevis, LPL 4,
LPL 5 seklinde kodlananlar Lactobacillus plantarum, LF 7 seklinde kodlanan
Lactobacillus fermentum, LK 9 seklinde kodlanan Lactobacillus kefiri, LL 10
seklinde kodlanan ise Lactobacillus lindneri olarak APl 50 CH testi ve
Vitek® MS MALDI-TOF mass spektrometresi ile bulunumustur.

4.3 lzolatlarin Asit ve Safra Tolerans Bulgular

4.3.1 Asit Tolerans Bulgular:

Cizelge 4.1 izolatarin 2,5 pH 0, 2 ve 4 saat sonunda asit dayanimlarini ve

hayatta kalma yiizdelerini gostermektedir.
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Lactobacillus suslarinin pH 2,5'te hayatta kalma kabiliyeti, 0, 2 ve 4 saatlik
araliklarla canli hiicre sayilar1 bulunarak degerlendirilmistir. Calismada
kullanilan baslangi¢ Lactobacillus suslarinin sayist 8 log cfu / ml olarak
ayarlanmistir. Suslarin hayatta kalma ytlizdeleri 2.5 pH degeri i¢in 0 saate
karsilik 2 saat ve 4 saat canli hiicre sayisina gore hesaplanmistir. Ug
deneyden elde edilen ortalama degerler, suslarin asit toleranlarin1 gostermek
igin logl0 cfu / ml'ye karst zaman (saat) seklinde Cizelge ’de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.1: Lactobacillus izolatlarinin asit ve safra oratminda 0, 2 ve 4 saat
sonunda canlilik degerleri ve hayatta kalma yiizdeleri (log CFU/ml)

ASIT TOLERANS SAFRA TOLERANS
SURE log 10 kob/ml H}?:S\-;;A log 10 kob/ml HQZS&I\A

LP1 Oh 6,88 8,28
1 2h 6,78 98,49% 8,26 99,81%
4h 6 87,16% 8,26 99,81%

LB2 Oh 6,16 7,53
2 2h 6,1 99% 7,34 97,40%
4h 6 97,38% 6,92 91,82%

LB3 Oh 7,24 7,32
3 2h 6,05 83,60% 7,12 97,30%
4h Uy 0,00% 7,08 96,69%

LPL4 Oh 7,23 8,26
4 2h 5,59 77,25% 7,1 86,04%
4h 6 82,98% 7,89 95,60%

LPL5 Oh 7,59 7,22
5 2h 7,1 93,52% 7,21 99,84%
4h 7,34 96,70% 7,09 98,17%

LP5b Oh 7,05 7,92
6 2h 6,85 97,23% 7,68 96,86%
4h 6,13 87,01% 7,27 91,76%

LP6 Oh 7,12 7,92
7 2h 6,91 97,02% 7,91 99,89%
4h 7,09 99,55% 7,85 99,13%

LF7 Oh 7,31 7,57
8 2h 6,18 84,61% 7,34 96,97%
4h 7,01 95,91% 73 96,41%
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Cizelge 4.1: (devam)Lactobacillus izolatlarinin asit ve safra oratminda 0, 2

ve 4 saat sonunda canlilik degerleri ve hayatta kalma yiizdeleri (log CFU/ml)

LK9 Oh 7,59 7,2
9 2h 6,97 91,86% 7,19 99,80%
4h 7,1 93,63% 7,18 99,61%

LL10 Oh 7,47 7,26
10 2h 6,97 93,30% 7,22 99,42%
4h 7,1 95,16% 7,22 99,39%

LP1, LP 6, LP 5: Lactobacillus pentosous; LB 2, LB 3: Lactobacillus brevis;
LPL 4, LPL 5: Lactobacillus plantarum; LF 7: Lactobacillus fermentum, LK
9: Lactobacillus kefiri; LL 10: Lactobacillus lindneri; Asit Tolerans: 2,5ph,

Safra Toleransi: 0,3 % oxgall, Siire: inkiibasyon siiresi, UY = Ureme yok

Kefir izolatlar1 arasinda 2 saat sonra maksimum hayatta kalma oran1 LB2
tlirii icin %99,2 olarak bulunmustur. 2,5 pH’da 2 saatlik inkiibasyon sonunda
sonra, LP1, LP5B, LP6 i¢in hayatta kalma oranlart %98,49, %97,23 ve
%97.02 olarak gerceklesmistir ve ylizde oranlar1 yiiksektir.

Hesaplanan en diisiik hayatta kalma orani ise 2 saat inkiibasyon sonunda

%77,25 ile LPL4 susuna aittir.

Biitiin hayatta kalma oranlar1%70'den daha yiiksektir. LP1, LB2, LB3, LP5b
suslar1 4 saat inkiibasyondan sonra pH 2.5'de diisen hayatta kalma oranlarina
sahipken, 4 saatlik inkiibasyondan sonra pH 2.5'de LPL4, LPLS5, LP6, LF7,
LK9, LL10 suslar1 artan hayatta kalma oran1 gostermistir. Sonuglara gore,
asidik kosullarda 4 saat inkiibasyonda sag kalamayan tek sus LB3 olmustur. 4
saat inkiibasyondan sonra LB2 ve LP6 hari¢ tiim hayatta kalma oranlari

diismiistiir.

Tiim hayatta kalma oranlar1 LB3 susu disinda %70'den daha yiiksek olarak
bulunmustur, bu da kefir izolatlarinin aside dayanikli olduklarin1 ve kolonilesme
yeteneklerini koruduklarini géstermektedir (Santos ve ark. 2003).

4.3.2 Safra Tolerans Bulgular:

[zolatarin %0,3 oxgall ortaminda safra dayanimlarini ve 0, 2 ve 4 saat

sonunda hayatta kalma yiizdelerini hesaplanmis ve li¢ deneyden elde edilen
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ortalama degerler, suslarin safra toleranslarini gostermek i¢in loglO cfu /

ml'ye karsi zaman (saat) seklinde Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.

Lactobacillus suslarinin %0,3 oxgall ortaminda hayatta kalma kabiliyeti, 0, 2
ve 4 saatlik araliklarla canli hiicre sayilar1 bulunarak degerlendirilmistir.
Calismada kullanilan baslangi¢ Lactobacillus suslarinin sayis1 8 log cfu / ml
olarak ayarlanmistir. Suslarin hayatta kalma yilizdeleri %0,3 oxgall degeri
icin 0 saate karsilik 2 saat ve 4 saat canli hiicre sayisina gore hesaplanmistir.
4 saatlik inkiibasyon sonunda LP1 susu 99,81 % hayatta kalma oraniyla en

yiksek orani géstermistir.

Kefir izolatlar1 arasinda 2 saat inkiibasyondan sonra maksimum hayatta
kalma orani, %99,81, %99,84, %99,89, %99,80 ve 99,42 seklinde sirasiyla
LP1, LPL5, LP6, LK9 ve LL10 suslar1 i¢in bulunmustur. LB2, LB3, LPL5,
LP5b, LP6, LF7, LK9, LL10 suslari, %0,3 (w / v) safra tuzunda 4 saatlik
inklibasyondan sonra diisen hayatta kalma oranina sahipseler de LPL4 susu
artan hayatta kalma orani gdstermistir. Hesaplanan en diisiitk hayatta kalma
ylizdesi%86,04 ile asit toleransindaki gibi safra tuzunda da LPL4 susuna ait
olarak 2 saat inkiibasyondan sonra elde edilmistir. Tiim hayatta kalma
oranlar1%70'den daha yiiksek olarak bulunmustir, bu da kefir izolatlarinin
safraya dayanikli olduklarini ve kolonilesme yeteneklerini koruduklarini

gostermektedir (Santos ve ark. 2003).

4.4 Tzolatlarin Antibakteriyel Aktivite Bulgular

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalisATCC 19433, S. Epidermidis ATCC 12228 suslari test
patojenleri olarak kullanilmig ve test bakterilerine karsi olusan inhibisyon
caplarinin degerlendirilmesi sonucu olusan veriler Cizelge 4.2° de

gosterilmigtir.
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Cizelge 4.2: Izolatlarin antimikrobiyal etkilerin sonuglar

No Test bakterileri (inhibisyon zonu mm)
Izolatlar S. aureus P. aeruginosa| E. faecalis |S. epidermidis
ATCC 25923 [ ATCC 27853 [ATCC 19433 ATCC 12228
1 LP1 ++ - ++ T+
2 LB2 +++ ++ ++ ++
3 LB3 ++ - ++ -
4 LPLA4 - - ++ -
5 LPL5 ++ +++ ++ -
6 LP5b +++ ++ - ++
7 LP6 +++ +++ +++ -
8 LF7 +++ ++ +++ ++
9 LK9 +++ ++ +++ ++
10 LL10 +++ ++ +++ ++
Etkisi yoksa -
Inhibisyon zonu 1mm’den az ise +
Inhibisyon zonu 2 ve Smm arasinda ise ++
Inhibisyon zonu 5 ve 10 mm arasinda ise +++

Bulgulara goére LPL4 susu Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, S. Epidermidis ATCC 12228
patojenlerine kars1 zayif inhibisyon 6zelligi géstemistir.

Fakat LK9, LF7 and LL10 suslart tiim patojenlere karsi gii¢lii inhibisyon
ozelligi géstermistir.

LP5b Enterococcus faecalisATCC 19433’ e karst inhibisyon gdstermemistir.
Genel olarak LF7, LK9 ve LL10 indikator mikroorganizmalara karsi

antimikrobiyal 6zellik géstermistir.
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4.5 Tlzolatlarin Antibiyotik Direnci Bulgulari

Cizelge 4.3: Sec¢ilen izolatlarin antibiyotik direngliligi

Antibiyotik
Vancomisin Penisilin | Ampisilin | Gentamisin

Konsantrasyonu

(ng/disk) -30 -10 -10 -10
1 LP1 R S MS R
2 LB2 R S S R
3 LB3 S S MS R
4 LPL4 S S S R
5 LPL5 R R R R
6 LP5b R S S R
7 LP6 R S S R
8 LF7 R S MS S
9 LK9 S S S S
10 LL10 S S R R

Direncli (R), orta dereceli hassas (MS) ve hassas (S) (Charteris ve ark. 1998)

LF7 ve LK9 disindaki 8 susun tiimiiniin gentamisine duyarli oldugu
bulunmustur. Yalnizca LPL5 ve LL10, ampisiline karsi direng gostermis,
diger tiim suslar hassas veya orta hassas olarak bulunmustur. LPL 5 susunun
penisiline diren¢li oldugu ancak diger suslarin hepsinin penisiline duyarh
oldugu bulunmustur. Suslarin tiimii vankomisine diren¢li olmasina ragmen
LB3, LPL4, LL10 suslar1 vankomisine duyarli olarak bulunmustur. LK9
susunun, dort antibiyotige de duyarli oldugu tespit edilmistir. LPL5 tiim

antibiyotiklere direnclidir ve probiyotik olarak diisiiniilmemelidir.

Birlesmis Milletler / Diinya Saglik Orgiitii Gida ve Tarim Orgiitii (FAO /
WHO) tarafindan olusturulan kriterlere goére antibiyotik direnci olan ve
antibiyotik diren¢ genlerini aktarabilen bakteriler saglik agisindan gilivensiz

sayilir ve probiyotik olarak kullanilamazlar (Munoz- Atienza ve ark. 2013)

Sonu¢ olarak, calismamizda sunulan veriler, kefirden izole edilmis
Lactobacillus suslarinin gelecekte dikkate alinmasi gereken onemli sayida

bazi1 probiyotik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir.

44



4.6 Hastalarin gaita érnekleri bulgulan

Tedavi grubu hastalarinin 28 giinliik kefir uygulamasi sonrasinda her bir
izolat ic¢in kontrol grubuyla karsilastirildiginda diskilarinda laktobasil

sayisinda belirgin artis gozlemlenmistir.

Tedavi grubundaki deneklerin bir ay kefir kullanmasindan sonra yapilan
analizlerinde tiim deneklerin diskilarindaki Lactobacillus miktar1 kantitatif
olarak 10°-10" CFU / g bakteri yiikii olarak bulunmustur. 18 denegin
diskilarindaki Lactobacillus kefiri bakteri yiikii ise 10%-10° CFU / g olarak
bulunmustur. Bu calismanin sonuglari, kefir tiiketiminden sonra hastalarin
diskilarindaki Lactobacillus miktar: istatistiksel olarak anlamlidir. (p = 0.001).
Bu veriler 15181inda, segilen LK9 Lactobacillus kefiri suslarinin hastalarin

bagirsaginda basariyla kolonize oldugu gosterilmistir.

Cizelge 4.4: gercek zamanli PCR ile belirlenen tedavi ve kontrol gruplarinin

diski 6rneklerinin Lactobacillus popiilasyonunu gostermektedir.
Cizelge 4.5: ger¢ek zamanli PCR ile belirlenen tedavi ve kontrol gruplarinin

diski 6rneklerinin Lactobacillus kefiri popiilasyonunu gostermektedir.

Cizelge 4.4: Crohn Hastalarinin Tedavi ve Kontrol Gruplarindaki
Lactobacillus ve Lactobacillus Kefiri Bulgular1

Crohn Crohn Hastalig:
No Microorganizmalar | HastaligiTedavi | No Microorganizmalar N asta g
Kontrol Grubu
Grubu
(log10) (log10)
0.giin [ 28.giin 0.giin _ 28.giin
CDT1 | Lactobacillus 4,65 7,95 | CDCL1 | Lactobacillus 0 7,39
Lactobacillus kefiri 3,41 5,95 Lactobacillus kefiri 0 4,88
CDT?2 | Lactobacillus 0 6,62 |[CDC2 | Lactobacillus 4,69 492
Lactobacillus kefiri 0 6,15 Lactobacillus kefiri 0 0
CDT3 | Lactobacillus 0 6,65 | CDC3 [ Lactobacillus 5,47 5,63
Lactobacillus kefiri 0 0 Lactobacillus kefiri 4,29 4,20
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Cizelge 4.4: (devam) Crohn Hastalarinin Tedavi ve Kontrol
Lactobacillus ve Lactobacillus Kefiri Bulgulari

Gruplarindaki

CDT4 | Lactobacillus 4,2 6,36 | CDC4 | Lactobacillus 5,37 4,2
Lactobacillus Lactobacillus
Kefiri 0 0 Kefiri 0 0

CDT5 | Lactobacillus 0 6,43 | CDC5 | Lactobacillus 0 0
Lagtgbacnlus 0 4,69 Lactobgc_lllus 0 0
kefiri kefiri

CDT6 | Lactobacillus 0 6,91 | CDC6 |Lactobacillus 4,71 4,95
Lagt(_)bacnlus 0 4.45 Lactobgc_illus 2.70 0
kefiri kefiri
Lactobacillus 4,47 6,63 |CDC7 | Lactobacillus 6,43 6

CDT, Lactobacillus Lactobacillus

. 0 4,59 - 0 0
kefiri kefiri

CDT8 | Lactobacillus 0 6,53 |CDC8 | Lactobacillus 4,65 4,64
Lagtgbacnlus 0 5,04 Lac_tc_)bacillus 42 3,95
kefiri kefiri

CDT9 | Lactobacillus 0 6,89 | CDC9 | Lactobacillus 5,89 5,18
Lagtgbacﬂlus 0 5,48 Laqtgbacnlus 0 0
kefiri kefiri

CDT10 | Lactobacillus 5,99 7,82 | CDC10 | Lactobacillus 5,83 5,43
Laqtqbacﬂlus 5,69 5,98 Lactobz?\c_lllus 0 0
kefiri kefiri
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Cizelge 4.5: Ulseratif Kolit Hastalarinin Tedavi ve Kontrol Gruplarindaki
Lactobacillus ve Lactobacillus Kefiri Bulgulari

Ulseratif Kolit Ulseratif Kolit
Tedavi Grubu Kontrol Grubu
No | Microorganizmalar (log10) No |Microorganizmalar (log10)
0.giin | 28.giin 0-8i | g giin
Lactobacillus 4,93 5,54 Lactobacillus 5,91 0
UCT1 UCC1
Lactobacillus kefiri 0 0 Lactobacillus kefiri 4,83 0
Lactobacillus 0 9,17 Lactobacillus 3,93 431
UCT2 UucCcCz2
Lactobacillus kefiri 0 58 Lactobacillus kefiri 0 4,4
Lactobacillus 4,65 5,59 Lactobacillus 3,81 6,29
UCT3 UCC3
Lactobacillus kefiri 0 0 Lactobacillus kefiri 2,95 4.4
Lactobacillus 0 6,22 Lactobacillus 3,85 4,6
UCT4 UCC4
Lactobacillus kefiri 0 4,55 Lactobacillus kefiri 0 0
Lactobacillus 4,6 5,81 Lactobacillus 4,92 42
UCT5 UCC5
Lactobacillus kefiri 4,07 5,04 Lactobacillus kefiri 0 0
Lactobacillus 0 6,11 Lactobacillus 4,65 4,07
UCT6 UCC6
Lactobacillus kefiri 0 5,97 Lactobacillus kefiri 2,80 3,00
Lactobacillus 0 6,46 Lactobacillus 5,66 5,58
UCT7 Uccv
Lactobacillus kefiri 0 0 Lactobacillus kefiri 4,82 0
Lactobacillus 5,58 5,66 Lactobacillus 4,07 5,81
UCTS8 UCcCs8
Lactobacillus kefiri 0 0 Lactobacillus kefiri 2,85 2,80
Lactobacillus 4,68 491 Lactobacillus 5,47 5,15
UCT9 UCC9
Lactobacillus kefiri 4,54 472 Lactobacillus kefiri 0 0
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Cizelge 4.5: (devam) Ulseratif Kolit Hastalarinin Tedavi ve Kontrol

Gruplarindaki Lactobacillus ve Lactobacillus Kefiri Bulgulari

Lactobacillus 0 471 Lactobacillus 4,55 5,39
UCT10 UCC10
Lactobacillus kefiri 0 0 Lactobacillus kefiri 0 0
Lactobacillus 0 5,38

UCT11
Lactobacillus kefiri 0 5,15

Lactobacillus 6,43 | 6,65

UCT12
Lactobacillus kefiri 0 5,78

Lactobacillus 6,14 | 6,17

UCT13
Lactobacillus kefiri 0 5,53

Lactobacillus 0 5,18
UCT14
Lactobacillus kefiri 0 0
Lactobacillus 0 5,83
UCT15

Lactobacillus kefiri 0 5,15

Tiim hastalarin gaitalardaki Lactobacillus miktarlar1 rt-PCR (Roche Light
Cycler Nano) ile kantitatif olarak bulundugunda yukaridaki cizelgelere gore
bir aylik kefir tiketimi sonunda, hastalarin gaitadaki Lactobacillus miktari
biitin denekler i¢in 10°~10" CFU/g araliginda bulunmustur. Lactobacillus

kefiri igin ise 17 hastada 10°~10° CFU/g araliginda bulunmustur.

Crohn hastalarin tedavi grubunda gaitadaki Lactobacillus miktar1 biitiin
denekler i¢in 10°~10” CFU/g olarak bulunmustur. Lactobacillus kefiri i¢in ise

0-10° CFU/ g arasinda olarak bulunmustur.

Crohn hastalarin kontrol grubunda gaitadaki Lactobacillus miktarlari 0—107
CFU/g arasinda olarak bulunmustur. Lactobacillus kefiri icin 0-10° CFU/g

araliginda bulunmustur.

10 hastadan 7’ sinde Lactobacillus kefiri bulunamamuistir.
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Ulseratif Kolit hastalarin tedavi grubunda gaitadaki Lactobacillus miktar
biitiin denekler i¢in 10°-10° CFU/g olarak bulunmustur. Lactobacillus kefiri
icin ise 0-10°> CFU/g olarak bulunmustur.

Ulseratif Kolit hastalarin kontrol grubunda gaitadaki Lactobacillus miktar1
biitiin denekler icin 0-10° CFU/g olarak bulunmustur. Lactobacillus kefiri
icin ise 18 hastada 0-10° CFU/g olarak bulunmustur. 10 hastadan 6’ sinde
Lactobacillus kefiri bulunamamaistir.

10,00 ~

8,00 -

6,00 -

4,00 -

log ( kob / g gaita)

2,00 -

0,00 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Hastalar

Sekil 4.1: Kefir tiiketimi 6ncesi ve sonrasi, tedavi grubundaki tlseratif kolit
hastalarinin gaitalardindaki Lactobacillus miktari (ilk sutun: dnce, son sutun:

sonra)
8 -
7 -4
6 -
£ 54
©
oo
00 4 -
S~
o)
g 37
oo
o 2 -
1 -
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Hastalar

Sekil 4.2: Kefir tiiketimi dncesi ve sonrast, tedavi grubundaki Crohn hastalarinin
gaitalardindaki Lactobacillus miktar1 (ilk sutun: 6nce, Son sutun: sonra)
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4.7 Hastalarin Semptom Giinliigii ve Biyokimyasal Parametre Bulgulari

Calismaya alinan 28 hastadan 25’1 toplam 4 haftalik c¢alisma siiresini
tamamlamistir, 3 hasta ¢calismadan kendi istegi ile ¢ikmistir. Crohn hastalar
4 erkek, 6 kadin toplam 10 hastadan olusurken, {iilseratif kolit hastalar1 9
erkek, 6 kadin toplam 15 hastadan olusmaktadir. Crohn ve iilseratif kolit
hastalar1 arasinda cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir (p=0.428). Crohn hastalar1 i¢in ortanca yas 33(24;65) iken
iilseratif kolit hastalar1 i¢cin 33(19;68) olarak bulunmus ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamaistir (p=0.643).

Crohn ve Ulseratif kolit hastalar1 hastalik tutulum yeri agisindan
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).
Ulseratif kolit hastalarinin %100 hastalik tutulum yeri kolon iken bu oran
Crohn hastalarinda %10 ile daha diisiik bulunmustur. Ayrica Crohn
hastalarinin %60’1nda tutulum yeri ileum iken tlseratif kolit hastalarinda bu
oran %0’dir. Iki hasta grubu arasinda hastalik siiresi (p=0.129) ve toplam
kefir kullanim miktar1 (p=0.683) ac¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamistir.

HGB, ESR ve CRP agisindan Crohn ve ilseratif kolit hastalar
karsilagtirildiginda sadece ilk CRP Olgiimiinde istatistiksel olarak fark
bulunurken (p=0.048) diger degiskenler agisindan anlamli fark yoktur. Crohn
hastalarinin CRP Olglimleri ilseratif kolit hastalarina gore daha yiiksek

bulunmustur.
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Cizelge 4.6: Tedavi gruplarinin demografik ve klinik 6zellikleri

Ulseratif Kolit Crohn p
(n=15) (n=10)
Yas (medyan(min-maks)) yil 33(19;68) 33(24;65) 0.643
Cinsiyet
9 (%60) 4(%40)
Erkek 0.428
6 (%40 6(%.60
Kadin (%640) (%.60)

Hastalik tutulum yeri

Kolon 15(%100) 1(%10)
fleum 0(%0) 6(%60) <0.001
Kolon+ileum 0(%0) 3(%30)
Hastalik siiresi (medyan(min-maks)) yil 4(1;12) 2(1;9) 0.129
Toplam Kefir Kullanini (medyan(min-maks)) 11.2(9.4;11.2) 11.2(9.6;11.2) 683
Lactobacillus miktari ilk él¢iim 0(0;271.3) 0(0;99.1) 1.000
Lactobacillus son dl¢iim (% degisim) 1.87(0.19;53.4) 3.4(0.44;13.7) 0.914
HGB ilk 6l¢iim 11.7(10.6;15.8) 12.7(9.3;15.5)  0.723
HGB son 6l¢iim (% degisim) 0.05(-0.09;0.17) 0.08(- 0.567
0.04;0.24)
ESR ilk 6l¢iim 25(5;59) 29(12;59) 0.428
ESR son o6l¢iim (% degisim) -0.15(-0.71;1.18) -0.20(- 0.643
0.53;0.69)
CRP ilk 6l¢iim 0.33(0.3;6) 1.1(0.3;8) 0.048
CRP son ol¢ciim (% degisim) -0.06(-0.94;2.52) -0.60(- 0.103
0.96;0.72)
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Sekil 4.3: Hastalik stiresinin hasta gruplarina gore dagilimi

Hastalik siiresinin hasta gruplarina gore dagilimi Sekil 4.3° de verilmistir.

Buna gore hastalarin hastalik siireleri 1-12 yil aras1 degismektedir.

Cizelge 4.7: Hasta gruplarinin biyokimyasal degiskenlerinin grup ici
karsilastirilmasi

Ulseratif Kolit (n=15) Crohn (n=10)
M1k 61¢iim Son 6l¢iim p Ik 6l¢iim Son dl¢iim p
Lactobacillus | 571 3) |39.3(3.6:447.4) | 0.001| 0(0:99.1) |29.3(4.48:664.4) | 0.005
miktari
HGB 11.7(10.6;15.8) | 12.7(9.9:17.2) |0.139|12.7(9.3;15.5) | 13.6(10.3;15.7) | 0.033
ESR 25(5;59) 18(2;74)  |0.263| 29(12;59) 20(10;48) | 0.032
CRP 0.33(0.3;6) | 0.3(0.3:352) |0.636| 1.1(0.3:8) 0.3(0.3;1.0) | 0.015

Cizelge 4.7.'deki sonuglar, kefir tiikketiminden Onceki ve sonraki hastalarin
DNA

karsilagtirmayr gostermektedir. Bu calismanin sonuglari, kefir tilketiminden

Lactobacillus sayis1 ile biyokimyasal ozellikleri arasindaki

sonra Lactobacillus miktarinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ortaya

koymustur (p = 0.001).
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Crohn hastaligr olan hastalar kefir kullandiktan sonra tiim degiskenler
acisindan istatiksel olarak onemli farkliliklar gostermistir. ESR ve CRP'de
belirgin Dbir disiis vardir ve Crohn hastalar1 kefir kullandiktan sonra

Hemoglobin degerleri artis géstermistir.

Crohn hastalig1 olan hastalarda, siskinlik skorlar1 son 2 hafta 6nemli 6lgiide
azalmistir (p = 0.012). Ayni zamanda, kendini iyi hissetme skoru son iki

haftada yiikselmis ve hastalarin durumunda diizelme olmustur (p = 0.032).

Ulseratif kolit ve Crohn hastalarinin kefir kullanim &ncesi ve sonrasi
lactobacillus miktar;, HGB, ESR ve CRP degiskenleri karsilastirildiginda
tilseratif kolit hastalarinda kefir kullanim sonrasi sadece lactobacillus
miktarinda istatistiksel anlamli bir artis goriilirken (p=0.001) diger
degiskenler agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir.
Crohn hastalarinda tiim degiskenler ac¢isindan kefir kullanim sonrasinda

istatistiksel anlaml1 farklilik gostermistir.

Ozellike Crohn hastalarinda kefir kullanim sonrasinda lactobacillus miktari

ve HGB’de artis goriiliirken, ESR ve CRP’de anlamli diisiis gbzlenmistir.

Istenmeyen etkiler: Kefir kullanan hastalar icinde 3 tanesi siskinlikten
sikayetc¢i olurken hastalar tarafindan bildirilen herhangibir baska rahatsizlik

olmamastir.

4.8 Semptom Giinliigii Sonuclar:

Crohn ve Ulseratif kolit hastalarn ilk 2 hafta ile son iki hafta semptom
giinliigii verileri karsilastirilmistir (Cizelge 4.8). Ulseratif kolit hastalarinda
ilk hafta ile ikinci hafta arasinda karin agrisi, siskinlik, digskilama sayisi,
diskilama kivami ve kendini iy1 hissetme degiskenleri agisindan istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamamuistir.

53



Cizelge 4.8: Hasta gruplarinin semptom giinliigii degiskenlerinin grup i¢i

karsilastirilmasi
Ulseratif Kolit (n=15) Crohn (n=10)

i1k 2 hafta Son 2 hafta p ik 2 hafta Son2hafta| p
Karin . . . .
Azt 0.7(0;1.2) 0.7(0;1.6) | 0476 | 0.2(0:2.1) 0.1(0;1.4) | 0.058
Siskinlik 0.6(0;1.6) 0.290:2) | 0.638 | 0.7(0.2;2.3) 0.3(0;2) | 0.012
?;;:“ﬂ'ama 2(0.4:4.1) 2(0.43:36) | 0139 | 24(0887) |230.7:7.1) | 0.066
Diskilama | =5 9444y | 28501.4:36) | 0888 | 22(1.1:33) | 2.8(1.3:3) | 0.359
kivamu} A ' P ' TV T '
Kendini iyi ) ) . .
A 3.3(2.7:5) 31(2.75) | 0944 | 35(26:4.4) 43:49) | 0.032

+: Karin agris1 ve siskinlik skorlar1 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli seklindedir

i: Digkilama kivami i¢in skor 0: civik sulu, 1: piire kivaminda, 2: orta sulu gaita, 3: normal,

4: sert gaita, 5: ¢ok sert gaita seklindedir.

*Kendini iyi hissetme skoru 1: ¢ok kotii, 2: kotii, 3: orta/ normal, 4: iyi, 5: ¢ok iyi

seklindedir

Crohn hastalarimin ilk 2 hafta ile son iki hafta semptom giinligli verileri

incelendiginde ise karin agrisi, digkilama sayis1 ve digkilama kivami

degiskenleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir.

Ancak siskinlik ve kendi iyi hissetme agisindan istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunmustur. Crohn hastalar1 i¢in son 2 hafta siskinlik skorlari

anlamli1 derecede diiserken hastalarin durumunda diizelme goriilmiistiir

(p=0.012). Aynmi zamanda kendini iyi hissetme skoru son iki haftada

ylikselerek hastalarin durumunda diizelme goriilmiistiir (p=0.032).
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Cizelge 4.9: Hasta gruplarinin arasinda semptom giinliigii degiskenlerinin

karsilastirilmasi

Ulseratif Kolit (n=15) Crohn (n=10) p
Karm agnis1 ilk 2 hafta} 0.7(0;1.2) 0.2(0;2.1) 0.261
Karm agris1 son 2

-0.2(-1;12 -0.7(-1; .

haftadaki degisim 0.2 ) 0.7¢-1:3) 0.049
Siskinlik ilk 2 haftat 0.6(0;1.6) 0.7(0.2;2.3) 0.311
Slsvlfll.lllk son 2 haftadaki 0(-1:6) L0.5(-1:0) 0.235
degisim
Diskilama - sayist ilk 2 2(0.4:4.1) 2.4(0.8;8.7) 0.643
hafta
Diglalama'Sgs: sor3g -0.1(-0.4:0.4) -0.1(-0.2,0.3) 0.495
haftadaki degisim
Dislalama Luggrilk 2 2.9(0.4:4.4) 2.2(1.1:3.3) 0.177
haftai
Diskilama kivami son 2 0(-0.1:2) 0.2(-0.4:0.6) 0.285
haftadaki degisim
Kendini iyi hissetme ilk i )
2 hafta* 3.3(2.7;5) 3.5(2.6;4.4) 0.892
Kendini iyi hissetme son 0(-:0.1:0.2) 0.1(-0.1:0.4) 0.019

2 haftadaki degisim

+: Karin agrist ve sigkinlik skorlar1 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli seklindedir

1: Digkilama kivami i¢in skor 0: civik sulu, 1: piire kivaminda, 2: orta sulu gaita, 3: normal,

4: sert gaita, 5: ¢ok sert gaita seklindedir.

*Kendini iyi hissetme skoru 1: ¢ok kotii, 2: koti,, 3: orta/ normal, 4: iyi, 5: ¢ok iyi

seklindedir
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Crohn ve Ulseratif kolit hastalar1 arasinda semptom giinliigii verileri
karsilastirildiginda son iki haftadaki karin agrist skoru (p=0.049) ve kendini
iyi hissetme skoru (p=0.019) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunurken diger degiskenler agisindan anlamli fark bulunamamistir. Buna
gore Crohn hastalarinda son iki haftada karin agris1 skoru ilseratif kolit
hastalarina gore daha fazla azalma gosterirken kendini iyi hissetme skoru

Crohn hastalarinda daha fazla artig gostermistir.

Ulcerative colitis

M First two weeks M First two weeks
I Last two weeks 2007 B Lasttwo weeks

Crohn Disease

2,50

2,00

Bloating
9
Bloating

1,00

12 13 14 15 16 17 18 13 20 21 22 23 24 25

00 [
Rl

Ulcerative colitis control

Crohn disease control M First two weeks
B Firsttwo wesks 2,00 [Eson2hatta
B Last two weeks

2,00

1,50

1,50

Bloating
i

1,009

Bloating

25 27 28 28 3 3 32 3 34 35

Sekil 4.4: Tedavi ve kontrol gruplarindaki UK ve CH hastalarinin birinci ve ikinci
iki haftada kefir tiiketimi sonrasi sigkinlik skorlar1 degisimi
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Cizelge 4.10: Crohn hastalig1 tedavi ve kontrol gruplarinin demografik ve

klinik 6zellikleri
Crohn Crohn kontrol p
(n=10) (n=10)
Yas (medyan(min-maks)) yil 33(24;65) 42(21;66) 0.529
Cinsiyet
4(%40) 6(%60)
Erkek 0.656
6(%.60 4(%40
Kadin ( ) ( )
Hastalik tutulum yeri
Kolon 1(%10) 0(%0)
fleum 6(%60) 10(%100) 0.628
Kolon+ileum 3(%30) 0(%0)
Hastalik siiresi (ortalamass. sapma) (yil) 2(1;9) 2(1;10) 0.971
Toplam Kefir Kullanimi (medyan(min-maks)) 11.2(9.6;11.2) - -
Lactobacillus miktari ilk 6l¢iim 0(0;99.1) 14.26(0;271.3) 0.143
Lactobacillus son dl¢iim (% degisim) 3.4(0.44;13.7) | -0.6(-0.93;0.74) 0.024
HGB ilk 6l¢iim 12.7(9.3;15.5) | 13.2(10.6;15.9) 0.481
HGB son 6l¢ciim (% degisim) 0.08(- -0.01(- 0.029
0.04;0.24) 0.13;0.15)
ESR ilk dl¢iim 29(12;59) 20.5(3;89) 0.353
ESR son o6l¢iim (% degisim) -0.20(- -0.09(- 0.393
0.53;0.69) 0.77;0.67)
CRP ilk 6l¢iim 1.1(0.3;8) 0.40(0.31;10.80) | 0.481
CRP son ol¢ciim (% degisim) -0.60(- -0.18(- 0.190
0.96;0.72) 0.97;4.48)

Crohn ve kontrol grubu arasinda Lactobacillus ve HGB son dlgiimlerindeki

degisim miktarlar1 agisindan

istatistiksel

olarak

anlamli

farklilik

bulunmustur. Crohn hastalarinda son o6l¢iimdeki Lactobacillus ve HGB

Olgiimlerindeki artis Crohn kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur.

Diger degiskenler agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh

farklilik bulunmamastir.
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Cizelge 4.11: Ulseratif Kolit tedavi ve kontrol grubunun demografik ve

klinik 6zellikleri
Ulseratif Kolit | Ulseratif Kolit p
kontrol (n=10)
(n=15)
Yas (medyan(min-maks)) yil 33(19;68) 43.5(29;76) 0.041
Cinsiyet
9 (%60) 4(%40)
Erkek 0.428
6 (%40 6(%60
Kadin ( ) ( )
Hastalik tutulum yeri
Kolon 15(%100) 10(%100)
fleum 0(%0) 0(%0) -
Kolon+ileum 0(%0) 0(%0)
Hastalik siiresi (ortalamazs. sapma) (yil) 4(1;12)
Toplam Kefir Kullanimi (medyan(min-maks)) 11.2(9.4;11.2) - -
Lactobacillus miktari ilk 6l¢iim 0(0;271.3) 4.04(0.65;81.3) 0.048
Lactobacillus son dl¢iim (% degisim) 1.87(0.19;53.4) | 0.62(-1;299.02) 0.428
HGB ilk 6l¢iim 11.7(10.6;15.8) 12.35(8.5;15) 0.531
HGB son dl¢ciim (% degisim) 0.05(- 0.02(-0.06;0.49) 0.807
0.09;0.17)
ESR ilk 6l¢iim 25(5;59) 25.5(17;64) 0.367
ESR son ol¢iim (% degisim) -0.15 -0.19 1.000
(-0.71;1.18) (-0.6;0.88)
CRP ilk 6l¢iim 0.33(0.3;6) 0.78(0.31;18.70) | 0.461
CRP son ol¢iim (% degisim) -0.06 -0.44 0.531
(-0.94;2.52) (-0.93;5.48)

Ulseratif Kolit ve kontrol grubu arasinda yas ve Lactobacillus ilk &lgiim

degiskenleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur.

Kontrol grubundakilerin yasi ve Lactobacillus ilk 6l¢iim degerleri iilseratif

kolit hastalarina gore daha yiiksek bulunmustur.
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Cizelge 4.12: Ulseratif Kolit ve kontrol grubu arasinda semptom giinliigii
degiskenlerinin karsilagtirilmasi

Ulserzlltlf Ulseratif Kolit

Kolit kontrol (n=10)

(n=15)
Karm agns1 ilk 2 0.7(0;1.2) 0.04(0;0.86) 0.683
haftat
Karmn agris1 son 2 -0.2(-1;12) -0.58(-0.67;25) 0.724
haftadaki degisim
Siskinlik ilk 2 haftat 0.6(0;1.6) 0.57(0;1.21) 0.723
Siskinlik son 2 0(-1;6) 0.17(-0.09;2.67) 0.165
haftadaki degisim
Diskilama sayis1 ilk 2(0.4;4.1) 3.04(1.43;4.71) 0.071
2 hafta
Diskilama sayis1 son -0.1(-0.4;0.4) -0.01(-0.45;0.67) 0.892
2 haftadaki degisim
Diskilama  Kivami 2.9(0.4;,4.4) 2.07(1.07;3.07) 0.026
ilk 2 hafta}
Diskilama  kivamm 0.765
son 2 haftadaki 0(-0.1;2) 0.03(-0.29;0.87)
degisim
Kendini iyi hissetme i )
ilk 2 hafta* 3.3(2.7;5) 3.75(2.79;4) 0.567
Kendini iyi hissetme
son 2 haftadaki 0(-0.1;0.2) -0.01(-0.25;0.26) 0.605
degisim

T: Karin agris1 ve siskinlik skorlar1 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli

seklindedir

I: Diskilama kivami i¢in skor 0: civik sulu, 1: piire kivaminda, 2: orta sulu

gaita, 3: normal, 4: sert gaita, 5: ¢ok sert gaita seklindedir.

Ulseratif Kolit ve kontrol grubu arasinda ilk iki haftadaki digkilama kivami
agisindan istatistiksel olarak anlamli fark varken (p=0.026) diger degiskenler
agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. Ulseratif Kolit

grubunun digkilama kivam skoru kontrol grubuna gore daha yiiksek

bulunmustur.
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Cizelge 4.13: Crohn ve kontrol grubu arasinda semptom giinliigii
degiskenlerinin karsilagtirilmasi

Crohn kontrol

Crohn (n=10) p
(n=10)

Karin agrisi ilk 2 haftat 0.2(0;2.1) 1.46(1.36;1.86) 0.075
Karin agrisi son 2 haftadaki degisim -0.7(-1;3) -0.07(-0.16;0.05) 0.006
Siskinlik ilk 2 haftat 0.7(0.2;2.3) 0.89(0;1.71) 0.315
Siskinlik son 2 haftadaki degisim -0.5(-1;0) 0(-0.08;0.14) 0.003
Digkilama sayisi ilk 2 hafta 2.4(0.8;8.7) 2.60(2.07;2.93) 0.853
Digkilama sayisi son 2 haftadaki degisim -0.1(-0.2;0.3) -0.18(-0.42;0.02) 0.481
Diskilama kivamu ilk 2 haftai 2.2(1.1;3.3) 1.96(1;3) 0.280
Dlsvl‘ﬂ!ama kivami son 2 haftadaki 0.2(-0.4:0.6) 0.12(-0.02;0.43) 0.971
degisim

Kendini iyi hissetme ilk 2 hafta* 3.5(2.6;4.4) 3.07(2.79;3.57) 0.247
Kendini iyi hissetme son 2 haftadaki 0.1(-0.1:0.4) 0.05(-0.04:0.11) 0.218

degisim

T: Karin agris1 ve siskinlik skorlart 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli
seklindedir

I: Diskilama kivami ig¢in skor 0: civik sulu, 1: plire kivaminda, 2: orta sulu

gaita, 3: normal, 4: sert gaita, 5: ¢ok sert gaita seklindedir.

*Kendini iyi hissetme skoru 1: ¢ok kotii, 2: koti, 3: orta/ normal, 4: iyi, 5:

cok 1y1 seklindedir

Crohn tedavi ve kontrol grubu arasinda son iki haftadaki karin agrisi ve
siskinlik skorlar1 acisindan istatistiksel olarak anlamli fark varken (p=0.006;
p=0.003) diger degiskenler agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir. Crohn grubunun son iki haftadaki karin agris1 ve siskinlik
skorlarindaki azalis miktar1 kontrol grubundakilerden daha yiiksektir.
Calismamizda ayrica, Crohn hastaligi olan hastalarin 28 giinliik kefir
tiketiminden sonra C reaktif protein diizeyleri de azalmis ve istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p = 0.015).
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Sekil 4.5: Kefir izolatlariin %0,3 oxgall konsantrasyondaki safra toleranslari

Lactobacllus lindneri
Lactobacillus kefiri
Lactobacillus...
Lactobacillus Pentosous
Lactobacillus Pentosous
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus pentosous

100,00%

Sekil 4.6: Izolatlarin 2 ve 4.saatlerde asit ortaminda hayatta kalma oranlari
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Sekil 4.7: Iki haftalik ve dort haftalik kefir tiiketiminden sonra UK ve CH
hastalarin digkilama siklig1 degisimi garfikleri
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Sekil 4.8:1ki haftalik ve dort haftalik kefir tiiketiminden sonra UK ve CH
hastalarinin kendini iyi hissetme degisimi garfikleri
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Sekil 4.9: Iki haftalik ve dort haftalik kefir tiiketiminden sonra UK ve CH
hastalarmin digkilma kivami degisimi garfikleri
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Sekil 4.10: Kontrol ve hasta numunelerinde Lactobacillus kefiri ger¢ek zamanli PCR goriintiisii
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Sekil 4.11: Kontrol ve hasta numunelerinde Lactobacillus spp. ger¢cek zamanli PCR goriintiisii
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Sekil 4.12: Uc deneyden elde edilen ortalama degerlerden olusan 0,2 ve 4. saatlerde 2,5 ph degerinde suslarin aside toleranslarini
gosteren grafik (log 10 cfu / ml degerine karsi zaman (saat))
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Cizelge 4.14: Semptomlar Ve Hayat Kalitesi Degisiminin Kontrol Formu

AD
SOYAD: oo
TARIH e
SEMPTOMLAR VE HAYAT KALITESI DEGISIMiNIN KONTROL FORMU:
GU KARIN SISKINLI DISKILAMA DISKILAMA KENDINi iYi
N AGRISI K SAYISI KIVAMI HiSSETME
KARIN AGRISI
1 SKORLAMASI
2 0 YOK
3 1 HAFIF
1.haft
a 4 2 ORTA
SIDDET
5 3 Li
6
7
SISKINLIiK
1 SKORLAMASI
2 0 YOK
3 1 HAFIF
2.haft
a 4 2 ORTA
SIDDET
5 3 Li
6
7
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Cizelge 4.14: (devam): Semptomlar Ve Hayat Kalitesi Degisiminin Kontrol Formu

DISKILAMA KIVAMI SKORLAMASI
CIVIK SULU

PURE KIVAMINDA

ORTA SULU GAITA
NORMAL

SERT GAITA

COK SERT GAITA

3.hafta

o A W N, O

KENDINI iYI HISSETME SKORLAMASI
1 COK KOTU

2 KOTU

3 ORTA/ NORMAL
4 Iyi

5 COK IYi

4 hafta

~N (o (o (B (W (NN (oo (oW N

HAFIF Hastanin giinliik islerini yapmasini engellemeyen
ORTA Hastanin giinliik islerini yapmasini etkileyen
SIDDETLI Hastanin giinliik islerini yapmasini engelleyen
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5 TARTISMA VE SONUC

5.1 Kefir analizleri Mikrobiyolojik Bulgular:

Calistigimiz kefir 6rneginde 5.0 x 107 kob / ml laktik asit bakterisi bulunmustur.
Benzer seklide Irigoyen ve ark., Fontan ve ark., Witthuhn ve ark.’da kefir
numunelerinde sirasiyla 8 log kob / ml, 7.2 log kob / ml ve 1.2x10" cfu / ml
laktik asit bakterisi bulmuslardir (Irigoyen ve ark. 2005; Fontan ve ark. 2006;
Witthuhn ve ark.2005)

5.2 Lactobacillus suslarimin identifikasyonu bulgulari

Calismamizda 6 degisik lactobacillus susu tespit edismistir bunlar;
Lactobacillus pentosous, Lactobacillus brevis; Lactobacillus plantarum;

Lactobacillus fermentum, Lactobacillus kefiri; Lactobacillus lindneri’dir.

Bosch ve ark., (2006), kefirden Lactobacillus kefiri, Lactobacillus parakefir,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus ve

Lactobacillus casei tiirlerini izole etmislerdir.

Cesitli calismalarda kefirden izole edilen en yaygin Lactobacillus tiirleri su

seklidedir:

Lactobacillus brevis, L. casei, L. kefir; L. acidophilus, L. plantarum L.
kefiranofaciens L. kefirgranum ve L.parakefir 'dir ( Bosch ve ark. 2005).

Calismamizda buldugumuz kefirden izole edilen bakteri tiirleri ile ayni tiirleri
bulan benzer calismalar da mevcuttur ve bunlar su seklidedir. L.fermentum
Witthuhn ve ark. Tarafindan, Lb.kefiri Garrote ve ark. Tarafindan, Kesmen ve
Kacmaz tarafindan, Magalhaes ve ark. Tarafindan, Lb. plantarum Garrote ve
ark. Tarafinfan ve Witthuhn tarafindan , Lb. brevis Simova ve ark. Ve
Witthuhn tarafindan kefirden izole edilmistir (Witthuhn ve ark. 2005; Garrote
ve ark. 2001; Magalhaes ve ark. 2011; Simova ve ark. 2002, Kesmen ve Kacmaz
2011)
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5.3 Asit toleransi

Calismamizda elde ettgimiz bulgular 1s18inda, tiim kefir Lactobacillus izolatlari,
Santos ve digerlerine gore "asit toleransli" olarak tanimlanmaktadir. (2003) ve
dolayisiyla LB3 hari¢ diger biitiin suslar potansiyel probiyotik olarak
degerlendirlebilir (Santos 2003).

Zheng ve ark. tarafindan 2013 yilinda yapilan bir c¢alismada, 3 sus,
Lactobacillus acidophilus LA15, Lactobacillus plantarum B23 and
Lactobacillus kefiri D17; pH 2 asit ortamda 3 saatte ve 0.3% safra tuzlarina

direng¢ gostermislerdir (Zheng ve ark.2013).

Probiyotik karakterizasyon i¢in %0,3 (w / v) safra tuzu konsantrasyonunda 90
dakikalik inkiibasyon ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi ile Santos ve
arkadaslarina gore tiim kefir izolatlar1 "safra toleransi" olarak tanimlanmistir ve

potansiyel probiyotik olarak degerlendirilmislerdir (Santos ve ark S. D. 2015)

Papamanoli ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir c¢alismada Oxgall
konsantrasyonu i¢in %0,1- 2,0 araliklar1 se¢ilmistir. Yapilan calismalar sonucu
kiltiirlerin canliliklarini siirdiirebilmeleri i¢in %0,3 konsantrasyonun en uygun
konsantrasyon oldugu bulunmustur. Bu ylizde yogunluk ayirt edici olarak
probiyotik  bakteri testlerinde kullanilabilecek kritik deger oldugunu

belirtilmigtir.

5.4 Safra tuzu toleransi

Probiyotikler i¢in gerekli 6zelliklerden biri de {iist gastrointestinal sistemde
hayatta kalma yetenekleridir. Bagirsak sisteminin distal kismina ulagsmadan ve
probiyotik etki gostermeden Once, bu bakteriler mide ve bagirsak sisteminin iist

kism1 boyunca gecisten hayatta kalmalidir (Bao ve ark. 2010).

Lactobacillus acidophilus LA15, Lactobacillus plantarum B23 ve Lactobacillus
kefiri D17 ile yapilan ¢alismada, bu ii¢ sus, 3 saatlik %0,3 safra tuzuna ve pH
2'ye karsi direng gostermistir (Zheng ve ark. 2013).

Probiyotik bakterilerin safra toleransi, bagirsaktaki durumu simiile etmek igin
en az 90 dakika boyunca safra tuzlarinin %0,3 (w / v) konsantrasyonunda tespit

edilmelidir (Zheng ve ark. 2013).
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Sonug olarak, bu g¢alismada kefir igindeki yedi adet Lactobacillus susunun
uygun probiyotik aday1 oldugu sdylenebilir. En iyi probiyotik 6zelliklerin 2,5
pH degerlerine ve safra asitlerine kars1 ¢ok iyi direng gosteren ve test patojenik

bakterilerini inhibe eden L. kefiri olarak degerlendirilebilir.

5.5 Antibiyotik duyarhhg:

Birlesmis Milletler Diinya Saghik Orgiitii'niin ve Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii'niin  kriterlerine gdre antibiyotiklere direncli ve antibiyotik
direncli genleri transfer edebilen bakteriler; saglik agisindan giivenli olmadigi
distiniiliir ve probiyotik olarak kullanilamayacak olarak degerlendirilir (Munoz

ve ark. 2013).

Bao ve ark. tarafindan 2010°da yapilan c¢alismaya gore Lactobacillus
acidophilus LA15, Lactobacillus plantarum B23 ve Lactobacillus kefiri D17
gentamisine, eritromisin ve kloramfenikole duyarli, ancak vankomisine direngli
olarak bulunmustur. Caligmamizda iki susun gentamisine duyarli oldugu

saptanmis, diger tiim suslarin gentamisine diren¢li oldugu bulunmustur.

Sadece LPLS susunun, penisilin'e direngli oldugu diger tiim suslarin penisiline
duyarlt oldugu bulunmustur. Bir ¢alismada Lactobacillus suslarindan safraya en
direncli suslar L. fermentum ZYN17 ve L. delbrueckii ssp. BAZ32, en duyarl sus
ise L. acidophilus BAZ59 olarak tanimlanmistir (Sahin 2012). Dogan ve
Ozpmar’a (2017) goére kefirden izole edilen 3 Lactobacillus plantarum susu

probiyotik 6zellik gdstermistir.

Sonug olarak, calismamizda sunulan veriler, kefirden izole edilen Lactobacillus
suslarimin gelecekte dikkate alinmasi gereken Onemli sayida iyi probiyotik

kaliteye sahip oldugunu gostermektedir.

5.6 Antimikrobiyal etki

Antimikrobiyal etki bir bekterinin probiyotik olabilmesi icin gerekli bir
kriterdir. Antimikrobiyal madde iiretimi ile iiretilen bilesikler gidalarda ayni
zamanda koruyucu Ozellik gostererek gidanin mikrobiyolojik dengesini
korumaktadir. Ciinkii gida kaynakli patojenlerin de gelismesi Onlenmektedir

(Yoon ve ark. 2008).
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E. coli ve diger gram (-) bakteriler kars1 etkili probiyotikler tarafindan iiretilen

bilesikler koruyucu etki gostermektedir (Okereke ve ark. 2012).

Probiyotiklerin iirettigi bakteriyosinler 6zellikle gida kdkenli patojen bakteriler
inhibe edilebilmektir Lactobacillus plantarum’un laktolin gibi antibiyotik

maddeler iiretebilmektedirler (Messaoudi ve ark. 2013).

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara goére LPL4 suslari Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, S. Epidermidis
ATCC 12228'in zayif inhibisyona sahiptir. LF7 ve LL10 ile tiim patojenlere
kars1 iyi inhibisyon gostermistir. S. aureus, LPL4 disindaki tiim 9 sus tarafindan
inhibe edilmistir. LP5b'nin Enterococcus faecalis ATCC 19433'e karsit higbir
inhibisyonu gdstermemistir. Genel olarak LF7, LK9 ve LLI10, test edilen

indikatoriin organizmalarinin ¢oguna karsi antimikrobial aktivite gostermistir.

Dogan ve Ozpmar (2017) tarafindan yapilan calismada kefir numunesinden
izole edilen; probiyotik o6zellik gosteren Lactobacillus plantarum 44 C ve
Lactobacillus plantarum 74 C suslar1 patojen test bakterinin tiimiine
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Candida albicans) antimikrobiyal

etki gostermistir.

5.7 Kefirin hastaliklar iizerine etkileri ile ilgili yapilan ¢caliymalar

Kefir'in biyolojik aktiviteleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma, kefirin anti-inflamatuar
aktiviteye, immiin modiile edici aktiviteye, antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu ve fonksiyonel bir gida tiirii oldugunu ortaya koymustur (Zheng ve

ark. 2013).

Diizenli olarak kefir tiiketimi laktoz sindirimi ve toleransi, antibakteriyel etki,
hipo kolesterolemik etki, plazma glikozunun kontroli, anti-hipertansif etki, anti-
inflamatuar etki, antioksidan aktivite, anti-kanserojenik aktivite, anti-allerjenik
aktivite ve 1iyilestirici etkiler ile iliskilendirilir. Bu bulgular1 destekleyen
calismalarin biiylik bir kismi in vitro veya hayvan modellerinde yapilmistir

(Shen ve ark. 2014).

Purchiaroni ve ark. 2013 gore probiyotikler, hayvan modellerinde ve bazi klinik
aragtirmalarda  degerlendirilmistir.  Probiyotiklerin VSL # 3’iin oral

uygulamasinin imflamtuvar Bagirsak hastaligi sahibi farelerde IL-10 bariyer
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fonksiyonunu normallestirdigi gosterilmistir. VSL # 3, sekiz farkli gram pozitif

organizmadan olusan probiyotik bir kokteyldir.

Diger c¢alismalar, probiyotik bakterilerin, enfeksiyonlar veya enflamatuar
durumlar sirasinda intestinal epitelyal hiicreler arasindaki siki baglantilarin
biitiinliiglini arttirabilecegini dogrulamistir. Bu nedenle, probiyotik bakterilerle
kolonizasyon, IBD'yi tahrik ettigine inanilan bakteriyel antijenlere bagisiklik
hiicrelerinin maruz kalmasina neden olabilir. Deneysel kolitin bir dekstran siilfat
sodyum modelinde probiyotik mikroorganizmalarin (VSL # 3) koruyucu
etkilerinin, mukozal TLRY reseptorii tarafindan taninan DNA tarafindan aracilik
edildigini gosterdi. Bu etkilesim daha sonra bakteriyel sag kalimi diizenleyen -
defensin ve antibakteriyel peptidlerin artan endojen iiretimine yol a¢cmistir. Ek
olarak, VSL # 3 ile kiiltiirlenmis intestinal epitelyal hiicrelerin tedavisinin,
transepitelyal elektrik direncinde bir artisa yol actigi, azaltilmis gegirgenlik ile
iligkili bir degisiklik oldugu bildirilmistir. Bu g¢alismada intestinal epitelyal
hiicrelerin bu probiyotik konsorsiyumla inkiibasyonu ayni zamanda cesitli
miisinlerin ekspresyonunu indiikleyerek, mikroorganizmalarin ve bilesenlerinin
epitelyal yiizeye yapigsmalarinin azalmasina neden olmustur. (Purchiaroni ve

ark. 2013).

Probiyotikler iilseratif kolitte remisyonu etkili bir sekilde koruyabilirler, ancak
remisyonu indiikleme yetenekleri hakkinda ¢cok az sey bilinmektedir. Hafif-orta
UK'li eriskin hastalar, 12 hafta boyunca giinde iki kez 3.6 x 10 (12) CFU VSL #
3 (n = 77) alacak sekilde ve plasebo (n = 70) seklinde rastgele ayrilmistir.
Ulseratif Kolit Hastalig1 Aktivite Indeksinde (UCDAI) 6 haftada%>50 oranina
azalma gerceklesmistir. UCDAI, diski siklig1, rektal kanama, mukozal goriiniim
ve hekimin hastalik aktivitesi derecesini gosteren bir Olgektir. 6. haftada,
UCDAI skorunda%350'den biiylik bir iyilesme olan hastalarin yiizdesi, VSL # 3
verilen grupta (%25; %32,5) plasebo verilen gruba gore (%10; .001). 12.
haftada, remisyona giren VSL # 3 (%42,9) verilen 33 hasta, plasebo verilen 11
hasta (%15,7) ile karsilastirildi (P <.001). Ayrica, VSL # 3 (%40; %51,9)
verilen hasta sayisinin, UCDAI'de 3 puandan fazla, plasebo verilenlerle
karsilagtirildiginda (13; %18,6) bir azalma sagladigi goriilmiistiir (P <.001).
VSL # 3 grubu, UCDALI skorlarinda ve 6. ve 12. haftalarda semptomlarda,

plasebo grubuna kiyasla anlamli olarak daha biiyiik diisiis goriilmiistiir (Sood ve
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ark.2009). Calismamizda iki haftalik kefir tiiketimleri ve dort haftalik

tilkketimlerden sonra digki1 UK ve Crohn hastalarinin digkilama siklig1 azaldi

Her ne kadar CD'nin etiyolojisi belirsiz olsa da kanitlar bagirsak bakterilerinin
tutulumunu diisiindiirmektedir ve c¢alismalar CD hastalarinin daha yiiksek
konsantrasyonlarda bakteroidler, fusobakteriler, enterokoklar, E. coli ve daha az
sayida bifidobakteri, laktobasil, 6bakteriler, Clostridium coccoides, Clostridium
leptum oldugunu gostermistir. Saglikli kisilerden Faecalibacterium prausnitzii

ve remisyonda, fekal bakterilerin popiilasyonlar1 degismistir (Steed ve ark.2010)

Probiyotikler meta analizlerde UC remisyonunu uyarmada terapotik fayda
gostermigstir. Probiyotik bakteriler, optimal doz, uygulama sekli ve tedavi
siiresini se¢mek i¢in, probiyotiklerle IBD remisyonunu korumak, rekiirrens

azaltmak ve 5-ASA kadar etkili olmak i¢in verilmistir (Shen ve ark.2014).

Lactobacillus kefiri iilseratif kolitli hastalarda remisyonu korumak igin etkili ve
giivenli gibi goriinmektedir ve bu hasta grubunda relapsin 6nlenmesi igin iyi bir
tedavi segenegi olabilir. L. kefiri LKFO1, bagirsak mikrobiyota bilesimini
modiile etme konusunda gii¢liigiir, bu da dogrudan pro-inflamatuar yanitin ve
gastrointestinal hastaliklarin baslangicinda birkag bakteriyel jenerasyonun

onemli 6l¢lide azalmasina yol agmaktadir (Toscano ve ark. 201).

Lactobacillus, Bifidobacterium ve Streptococcus spp. insanda genis bir
araliktaki bagirsak patojenlerinin biiylimesi i¢in inhibitdr oldugu bilinmektedir.
Bagirsak mikroflorasinin dengesizliginden kaynaklanan hastaliga karsi1 olumlu
etkilere ilave olarak birka¢ deneysel gozlem, kolon tiimdrlerinin gelismesine

kars1 probiyotik bakterilerin potansiyel koruyucu etkisini gostermistir [Sengiil
2006].

Fekal bir mikrobiyal analiz kefir tedavi gruplarinda kontrol grubununkine
kiyasla belirgin derecede daha yiiksek fekal laktobacilli sayimi gdsterdi. Bu
durum in vitro deneylerde oldugu gibi diisik pH ve yilksek safra
konsantrasyonunda hayatta kalma yeteneklerine atfedilmistir. Bagirsak
mukozasini kolonize eden bu tiir potansiyel olarak probiyotik bakteriler, ¢esitli
mekanizmalar, besinler icin rekabet ve antimikrobiyallerin iiretimi yoluyla

patojenlere karsi bir bariyer etkisi saglar.
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5.8 Crohn hastahg tedavisinde probiyotiklerin tartisilmasi

Crohn hastalarinda probiyotik olarak Lactobacillus salivarius UCC118 ve
Lactobacillus GG ve ile yapilan denemeler vardir. Bu hastalarda elde edilen
sonuglar yeterli olmamustir ancak ileriki ¢alisamalar igin gelecek vaad

etmektedir.

Saccharomyces boulardii’nin etkisi de Crohn hastalarina etkisi bir ¢alismada
arastirtlmistir. Crohn hastalarindan remisyona girmis olanlarina remisyonda
tutmak icin idame tedavisi uygulanmistir. Bu tedavide mesalamin 3x1g/giin bir
grup hastaya verilmistir. Diger gruba Saccharomyces boulardii 6 ay boyuca 1
gram olmak lizere ve 2x1g/gliin mesalamin verilmistir. Sadece mesalamin
verilen grupta remisyon orami %38 olarak gerceklesmistir. Mesalamin ve
Saccharomyces boulardii’yi verilen grupta remisyon orani %94 tiir (Guslandi ve

ark. 2000).

Rahimi ve ark yaptigi bir meta-analizde probiyotikler Crohn hastaliginda
remisyonu korumada ve klinik ve endoskopik niiksii O6nlemede basarisiz
olmustur fakat makaleye gore E. coli veya Saccharomyces olan Lactobacillus
bir karisimini igeren probiyotik preparatlari kullanimi onerilmektedir (Rahimi

ve ark 2008).

Gupta ve arkadaslarinin yaptigi pilot bir ¢alismada hafif, orta derecede aktif
Crohn hastaligt olan c¢ocuklarda Lactobacillus GG’nin bagirsak bariyer

fonksiyonunu artirabilir oldugunu gosterilmistir (Gupta ve ark. 2000).

Escherichia coli Nissle 1917 ve placebo etkisi remisyona giren hastalarda
Malchow ve ark 1997.tarafindan arastirilmistir. Bir yil E. coli Nissle 1917
kullanan hastalardan %70°1 remisyonda kalirken bir y1l placebo alanlarin %30’u

remisyonda kalmistir.

Bousvaros ve ark. 2005 Tarafindan yapilan ¢ift kor, randomize, kontrollii olarak
yapilan bir arastirmada Lactobacillus GG ’nin Crohn hastalig1 olan ¢ocuklarda

niiks zamanini uzatmadigi bulunmustur.

Remisyon durumunun siirdiiriilmesi i¢in mesalazinle Saccharomyces bouladii,
kullanildiginda yalnizca mesalazin verilen gruptan rekurrens onlemede etkili

olarak bulunmustur (Guslandi ve ark. 2000).
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Steed ve ark. 2010 Tarafindan yapilan incelemede aktif Crohn hastalarina B.
longum iceren bir sinbiyotik verilmis ve plaseboyla karsilastirildiginda etkili

bulunmustur.

Crohn hastaliginin tedavisinde probiyotiklerin etkisini kanitlayabilecek
randomize, kontrollii ¢alismalar yapilmistir fakat yeterli degildir. Yeni

caligmalara ihtiyag¢ vardir.

5.9 Ulseratif Kolit hastahig tedavisinde denenen probiyotiklerin tartisiimasi

100 mililitrede 1x10'°cfu Bifidobacteria breve, Bifidobacterium bifidum ve
Lactobacillus acidophilus i¢eren fermente siitiin kullanildig1 plasebo kontrollii
bir ¢alismada remisyonda olan iilseratif kolitli hastalara 12 ay her giin 100 ml
bu siitten verilmistir. Siire sonunda plasebo grubunda %10 remisyonda iken
fermente siit icen grupta %73 remisyonda kalmistir ve Kklinik remisyonda
anlamli fark belirlenmistir fakat kolonoskopik bulgularda bir y1l sonunda fark

saptanmamistir (Ishikawa ve ark. 2003).

Aktif UK hastalarinda yapilan kiiclik bir agik etiketli ¢alismada yapilmistir.
Canli L. plantarum 299v verilen inaktif bakterilerle tedavi edilen 10 hasta ile
karsilastirildiginda, 9 hastanin 6'si, remisyona ulasmistir (Kordecki ve ark.

2001)

Hafif ve orta siddetli tlseratif kolite sahip niiks goriilen hastalarda 3x250
mg/glin 4 hafta probiyotik Saccharomyces boulardi vererek %68 remisyonda

kalmalar1 saglanmistir (Guslandi ve ark. 2003)

Tursi ve ark. (2010) gore VSL # 3 takviyesi giivenlidir ve 5-ASA ve / veya
immiinosupresanlarla tedavi edilen hafif-orta UC'den etkilenen hastalarda
UCDALI skorlarim1 azaltabilir. Ayrica, VSL # 3 rektal kanamay: iyilestirir ve 8
haftalik tedaviden sonra tekrarlayan UC hastalarinda remisyonu yeniden
canlandirirabilir.  Ancak  bu  parametreler  istatistiksel  anlamliliga

ulagsmamaktadir.

Bir ¢alismada da hafif ve orta siddetteki iilseratif koliti hastalarina mesalamine
verilmis fakat yanit vermemislerdir. VSL#3 ile verilince basarili sonuglar

bildirmistir (Fedorak ve ark. 2004).

76



Ulseratif kolitis tedavilerine kortikosteroid, immunsupresiv, 5 ASA tedavisi
uygulanir. Bu tedaviye cevap vermeyen 6 hastaya fekal bakteriyoterapi yani
saglikli kigilerden gaita aktarilmasi olarak yapilan bir ¢alismada 4-6 hafta sonra
hastalarin ila¢ kullanimini tamamen biraktiklar1 belirlenmistir. Ileri yillardaki
takiplerde de endoskopik, histolojik, klinik tilseratif kolit niiksiinii gdsteren bir

bulgu bulunmamistir ve idame tedavisi kullanilmamaistir (Borody ve ark.2003).

Gaita transplantosyonu ile gut florasinin degistirilmesi hakkinda igin yeni

calismalara ihtiyag vardir.

Calismamizda da kefir tiiketimi sonras1 diskida Lactobacillus miktarinin anlamli
duzeyde arttig1 (p=0,001) tespit edilmistir. Crohn hastalarinda tiim degiskenler
acisindan kefir kullanim sonrasinda istatistiksel anlamli farklilik gostermistir.
HGB’de artis goriilirken, ESR ve CRP’de anlamli diisiis g6zlenmistir. Crohn
hastalari i¢in son 2 hafta siskinlik skorlar1 anlamli derecede diiserken hastalarin
durumunda diizelme goériilmiistiir (p=0.012). Ayn1 zamanda kendini iyi hissetme
skoru son iki haftada yiikselerek hastalarin durumunda diizelme goriilmiistiir
(p=0.032). Crohn hastalarinda HGB 6l¢iimlerindeki artis Crohn kontrol grubuna
gore daha yiiksek bulunmustur. (p=0,024, p=0,029).

Yukarida belirtilen tiim calismalarla muhtemelen sinirli sayilarindan dolayi,
mevcut klinik ¢aligmalarin istatistiksel giice sahip olmamasina ragmen,
gelecekte probiyotiklerin IBH yonetiminde 6nemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. Bakteriyel ve konak¢1t karsilikli etkilesimlerin daha 1yi
anlagilmasi ve farkli klinik alt kiimelerde mikrobiyota modifikasyonunu iyi bir
sekilde tanimlayabilen yeni tekniklerin bulunmasi, IBH hastalarinda etkili
probiyotik tedavisinin basarisinin anahtar1 olabilecektir. (Purchiaroni ve ark.
2013)

5.10 Molekiiler Tekniklerle Mikrobiota Analizlerinin Degerlendirilmesi

Bagirsagin genel bilesimi, IBH nin etiyolojisinde ve patogenezinde en alakali
olarak diigliniilmektedir. Fakat mikrobiyota analizler uzun ve emek yogun
c¢alismalardir ve bu ¢alismalar sonucunda da ancak kiiltiir edilebilir bakterileri
sadece mikrobiyotanin %20-30’unu belirleyebilmektedir. Karmasik anaerobik

ortam gereksinimleri yiiziinden kalan kismi kiiltiire edilememektdir.
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Bu yilizden, mikrobiyota analizlerinde molekiiler yaklasimlar yaygin olarak

kullanilmaktadir (Andoh ve ark. 2011).

IBH bagirsak mikrobiyotasini analizi i¢in Gophna ve ark tarafindan yapilan bir
calismada 16S r DNA-kolon kiitiiphanesi dizin metodu kullanilmistir.
Sonuglarda Crohn hastalarinda Bacteroidetes ve Proteobacteria tiirlerinde artisa

karsilik Clostridium ailesinde azalma tespit edilmistir (Gophna ve ark. 2006).

Manichanh ve ark. (2006) DNA macroarray-based analiz metodu kullanarak
Crohn hastalarinda Clostridium ailesinde belirgin diislis saptamiglardir, fakat

Bacteroides ailesinde dnemli bir degisklik saptanmamuistir.

Bir caligma kiiltiirden bagimsiz bir PCR protokolii ile kiiltiir temelli teknikler
veya DNA izolasyonu ve saflastirma prosediirleri haricinde, insan diskilari
iginde S. thermophilus'u dogrudan saptamak i¢in yapilmistir. VS.-3 veya yogurt
verilen 10 saglikli bireyin digkilarinda S. thermophilus'un bagirsakda kaliciligi
arastirtlmigtir. 3 giinliik uygulama sonrasinda aranan bakteri saptanmis ve tedavi

siispansiyonundan 6 giin sonra da bulunmaya devam etmistir.

Inflamatuvar bagirsak hastas1 10 hasta iizerinde yapilan bir denemede hastalara
iki ay boyunca VSL-3 probiyotik karigimi verilmis ve gaitalar1 PCR ile analiz
edilmistir. Sonugta S. thermophilus, B. infantis Y1 and B. breve Y8 suslarinin

kolonizasyonlar1 saglikli bireylerinki gibi bulunmustur (Brigidi ve ark. 2003).

UK ve Crohn hastalarinin fekal mikrobiyotasinin saglikli bireylerden farkli olup
olmadiginin arastirildig1 bir arastirmada T-RFLP analizini kullanarak yapilan
calismalar farklilig1 gosterilmistir. Ancak inaktif UK hastalarinin bagirsak
mikrobiyotas1 saglikli bireylerinkine benzer Ozellikler gostermektedir. Bu
hastalarin bagirsak mekanizmalarinin belirlenmesi ve mikrobiyota yapisinda
degisiklik, UK ve Crohn hastalar1 i¢in yeni bir tedavi seceneklerinin

gelistirilmesine katkida bulunabilir. (Andoh ve ark. 2011).

Calismamiz da kiiltiir yontemi ile degil kantitatif molekiiler yontemle Real
Time-gPCR cihaz1 kullanilarak bulunan kefir tiikketimi sonrast digkida

Lactobacillus miktar1 anlamli duzeyde arttis (p=0,001) gdstermistir.
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5.11 Kefirin Gastrointestinal Rahatsizhklar Uzerine Etkilerinin Tartisilmasi

Stirekli i¢ildiginde kefirde yer alan laktobasiller bagirsaklara yerlesir ve patojen
bakterilere kars1 buradaki mikrofloray: diizeltir asit bilesenleri iireterek hastalik
yapan bakterilerin ortadan kalkmasini saglayabilmektedir. (Anonymous, 2001).
Salmonella, Shigella gibi patojen bakteriler siite kefir starteriyle birlikte
katilirsa da bu patojenlerin gelisme gostermedikleri bulunmustur. (Medici ve
ark, 2005). Ayrica mikroflorasinda bulunan laktik asit bakterileri ve mayalar
kefir bagirsak mikroorganizmalarina engelleyici etki gosterir. (Wszoleka
ve ark., 2001). Kefir digkinin kolayca atilmasini saglayarak transit time siiresini
disiiriir. Antibiyotik tedavisi uygulandiginda bozulan bagirsak florasinin

yeniden diizenlenmesini saglar. (Anonymous, 2001).

Kefir icerdigi antimikrobiyal bilesiklerle patojen mikroorganizmalarin
gelisimini Onler. Gastrik salgi kefirin bu 6zelligi sayesinde artmaktadir. Salginin
artmasinin Salmonella typhimurium’a etkisinin arastirildigir bir caligmada 1
saatte inhibasyonun olustugu kefirin etkili oldugu bulunmustur (Zubillaga ve

ark., 2001).

Kefirin ishale etkileri de arastirilmistir buna gore ishale sebep olabilen
patojenlerden E. coli ve Salmonella ile yapilan denemelerde kefir
antimikrobiyal etki gostererek bu bakterilerin inhibasyonunu saglamistir (Tomar

ve ark. 2017).

Siit iriinleri Crohn ve Ulserafif Kolit hastalarinda gaz ve siskinlige sebep
olabilmektedir. Siit iiriinlerini tiiketmekte imtina eden Crohn ve Ulserafif Kolit
hastalar1 fermente bir siit iirlinii olan kefiri rahat tiikketebilmekte ve rahatsizlik
hissetmeyerek kalsiyum kaynagindan uzak kalmak zorunda kalmamaktadirlar.
Laktoz intoleransina sebep bagirsakta B-galaktosidaz (laktaz) aktivitesinin
diisiik olmasidir. Laktoz intoleransi olan kisilerde laktozun bagirsakta ilerlemesi
ile ozmotik etki olusur ve enzim eksikligi sebebiyle sindirilemeyen laktoz
fermantasyona ugrar ve metan, hidrojen ve organik asitler ortaya ¢ikar bu durum
da rahatsizliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Kefireki lactobacilluslar
laktozu bagirsakta hidrolize ederek laktoz intolerans kisilerde rahatlamaya

sebep olabilmektedir (Vinderola ve ark., 2005).

79



Kefirin antibakteriyel aktivitesi gram pozitif kok ve basillerle Staphylococcus
tiirlerine karst olugsmaktadir ve danelerdeki antibakteriyel aktivite dah yiiksek
bulunmustur. Zubillaga ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir c¢alismada
deneklerden bir gruba kefir diger bir gruba diisiik yaglh siit verilmistir. Denekelr
laktoz intoleransina sahiptir. Siit verilen grupta ishal ve karinda agr1 goriilmiis
fakat kefir verilen grupta bu etkiler goriilmememistir. Kefir mide kaslarini
calistirarak sagladig1 i¢in Helicobacter pylori enfeksiyonu olan hastalara da
tavsiye edilebilmektedir ¢ilinkii midenin bosalma siiresini kisaltir (Zubillaga ve

ark., 2001).

Yapilan ¢aligsmalarda kefirin kanser hiicrelerinin hizli1 ¢cogalmasini ve tiimorlerin

biiylimesini 6nleyen ya da engelleyen etkilerinin oldugu da belirlenmistir.

Kefirin E. coli 0-157" etkisi iizerine yapilan bir ¢alismada bu enfeksiyonunun
kefir sayesinde dnlenebilecegi bulunmustur. Kefirdeki laktik asit bakterilerinin
bagirsakta kolonize olmasi ile E. coli 0-157 tarafindan iiretilen toksinler
(verotoksin 1 (VT1) ve verotoksin 2 (VT2)) engellenebilmektedir (Das ve ark,
2012).

Bazi1 organlarda olusan enfeksiyonlar viral kaynakli ya da fungal veya bakteri
kaynakli olabilir. Kefir agizdan alindiginda bu enfeksiyonlar kefirin i¢indeki
bazi suslar tarafindan engellenebilir bu etki 6zellikle immun sisteme etki ile
olusur veya tamamen engellenir ya da yavaslayabilir (De Vrese ve
Schrezenmeir, 2002).

Inflamatuar bagirsak hastaliginda da (Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1)
bagirsak mikroflorasiyla az sayida Lactobacilli ve Bifidobakteri ve yiiksek
sayida koklok ve anaerobik bakteri bulunur. Probiyotikler hastaya remisyon
donemini devam ettirmede yardimci olur. Probiyotikler hastaligi tedavi
etmezler, ancak hastalardaki remisyon siiresini uzatabilir, hastalarin yasam

kalitesini arttirabilir (Ozden 2008).

5.12 Gaita sonuclari, semptom giinliigii verileri ve biyokimyasal

parametrelerin tartisilmasi

Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklarinda, hastalig1 bitirici tedaviler olmadig: icin

hayat kalitesini arttirmak semptomlara gore tedaviyi yoOnlendirmek
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gerekmektedir. Bu calismada daha Once inflamatuar bagirsak hastaliklari olan
insanlar iizerinde etkileri arastirilmamig, probiyotik bir gida olan kefirin
hastalarin bagirsak mikrofloralarina ve dolayisiyla yasam kaliteleri {izerindeki

etkilerini ortaya koymay1 amagladik.

Yapilan randomize plasebo kontrollii bir c¢alismaya klinik ve endoskopik
remisyondaki 40 hasta katildi. VSL # 3, 6 g/ giin 9 ay hastalara verildi. Fekal
ornekler, tedavi Oncesi ve sonrasinda taplandiktan sonra laktobasillus,
bifidobakteriler ve S. thermophilus'un fekal konsantrasyonu, sadece VSL # 3 ile
tedavi edilen grupta bazal seviyelerden anlamli sekilde artmistir (P <0.01)
(Gionchetti ve ark. 2000) Biz de ¢calismamizda bir aylik kefir tiiketimi sonunda (
igerdigi probiyotik mikroorganizmalar LP1, LP 6, LP 5: Lactobacillus
pentosous; LB 2, LB 3: Lactobacillus brevis; LPL 4, LPL 5: Lactobacillus
plantarum; LF 7: Lactobacillus fermentum, LK 9: Lactobacillus kefiri; LL 10:
Lactobacillus lindneri) hastalarin gaitadaki Lactobacillus miktar1 biitiin
denekler i¢in 10°-10" CFU/g olarak bulunmustur. Lactobacillus kefiri icin ise
18 hastada 10*-10° CFU/g olarak bulunmustur ve lactobacillus miktarindaki

degisim de anlamlidir.

Calismamizda kefir kullanmaya baslayan iilseretif kolit ve crohn hastalarinin ilk
haftalara gore kefir probiyotiklerinin kolonize oldugu ve bagirsaktaki pozitif
dengeyi saglamaya basladigi son iki hafta hastalik belirtileri ve hayat
kalitesinde onemli Olgiide diizelmeye yol agtigi goriilmistiir. Literatiirdeki
sonuclarin ¢ogunlukla farkli semptom degerlendirme yontemleriyle yapildigi

i¢in, calismamizin verileriyle dogrudan karsilastirma yapilamamaistir.

Ayrica literatiirdeki IBH calisma verileri, hayat kalitesi degisimleri ile ilgili
kesin sonuglara varmak icin yetersizdir. Calismamizda kisa siireli kefir tiikketimi
ille  hayat  kalitesindeki degisiklikler, = hastalar  tarafindan  fark
edilemeyebileceginden ortaya konamamis da olabilir. Hasta sayisindaki
yetersizlikler ise degisikliklerin istatistiksel olarak anlamlilik kazanmasina

engel olabilir.

Elde ettigimiz verilere gore, kefir kullanan hastalarda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda bazi kriterlerde karin agrisi, siskinlik ve hayat kalitesinde

istatistiksel olarak anlamli diizeyde diizelme oldugunu saptanmistir. Crohn
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hastalarinda son iki haftada karin agris1 skoru iilseratif kolit hastalarina gore
daha fazla azalma gosterirken kendini iyi hissetme skoru Crohn hastalarinda
daha fazla artis gostermistir. Crohn hastalarinin ilk 2 hafta ile son iki hafta
semptom giinligi verileri incelendiginde siskinlik ve kendi iyi hissetme

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur.

Caligmamizda inflamatuar bagirsak hastaliklarinda kontrol grubuna goére karin
agris1 ve siskinlik skorlarindaki diisiis Nagendra ve Shah (2007) tarafindan

yapilan ¢alismaya benzer olarak bulunmustur.

Kefir kullaniminin defekasyon sayisini anlamli seklide etkilememistir fakat
hastalarda gaita kivaminda iyilesme saglamistir. Sonuc¢ olarak kefir, IBH
hastalarinin hayat kalitesini iyilestirmede bir secenek olarak diisiiniilebilir.
Ancak tekrarlanan, uzun siireli ve daha genis hasta popiilasyonlar1 {izerinde

yapilacak ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Crohn hastalig1 olan hastalara L. lactis’in kullanildig1 bir ¢alismada, bir haftalik
tedaviden sonra CDAI'de ortalama bir azalma olmus, yumusak diskidaki azalma
bunun olusmasinda 6nemli bir faktoriidiir ve C-reaktif protein diizeylerinde
eszamanli bir diisis olmustur (Braat ve ark.2006). Calismamizda, Crohn
hastalig1 olan hastalarin 28 giinliikk kefir tiikketiminden sonra C reaktif protein

diizeyleri de azalmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p = 0.015).

5.13 Gida Bilimi a¢isindan bulgularin 6nemi ve éneriler

Bu arastirmada 6ne ¢ikan baslica sonuglar ve oneriler asagida sunulmustur:

» Kefir, ¢ok sayida faydali mikroorganizma igeren ve fonksiyonel bir gida olarak
biiylik potansiyelli bir {iriindiir. Giivenlidir, diisiik bir {iretim maliyeti vardir ve
diyetle kolayca birlestirilebilir. igerigindeki mikroorganizmalarin gogu probiyotik
ozellik gostermektedir.

» Siphesiz ki kefir Crohn ve Ulseratif Kolit hastalarinda potansiyel yararl
etkilerinin kaliciligin1 degerlendirmek hastalar takip etmek de dahil olmak {iizere,
kefirin en iyi doz-yanit etkisini degerlendirmek i¢in ileri ¢alismalar
gerekmektedir.

* Ne yazik ki, kefir ile yapilan sayisiz insan arastirmasi ¢ogu zaman zayif

tasarlanmist1 ¢alismalardir. Deneyin 6rnek boyutu ve siiresi, ¢calisma hedefleri ve
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metabolik parametrelerdeki degisiklikleri dogrulamak igin yapilan analizler tutarli
degildir. Bu nedenle, kefir kullanimi ile ilgili deneysel ve klinik arastirmalarin
farkli ¢alisma dizaynlari ile net sonuglarin ulagilmasinda giicliik ¢ekilmektedir.

* Bir diyetin pargas1 olarak kefirin fizyolojik etkilerini daha iyi degerlendirmek ve
anlamak icin belirli etki mekanizmalarim1 hedef alan iyi klinik arastirmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Orneklemin boyutu ve siiresi, genellikle, ¢alisma hedefleri
ve metabolik degisiklikleri dogrulamak i¢in yapilan analizlerle tutarli olmalidir.

» Kefir tiikketiminin net etkisini gosteren ve hastalik riskinin azaltildigin1 gdsteren
daha fazla insan ¢alismasi gergeklestirilmelidir.

» Halk saglig1 acisindan probiyotikler ve kefir koruyucu hekimlikte daha fazla yer

bulmalidir.

* Gidalarin saglhiga etkilerinin arastirildigi saghk ve yasam bilimleri ile

disiplinlerarasi lisansiistii ¢aligmalarinin tesvik edilmesi gerekliligi gortilmiistiir.

* Gida bilimi agisindan uzun siiren ve ugrastirict kiiltlir yontemleri yerine hizl

genotipik (molekiiler) yontemler gelistirilmeli ve kullanim1 yayginlastirilmalidir.

Sonug olarak, elde ettigimiz verilere gore diizenli kefir kullanimi gaitada
lactobacillus oraninda artisa sebep olabilmekte ve 6zellikle Crohn hastalarinda,
semptomlar ve hayat kalitesinde kisa donemde diizelmeye yol agabilmektedir
fakat bu etkilerin kesin sekilde ispatlanmasi i¢in denemeler daha yiiksek hasta
popiilasyonlart iizerinde devam etmelidir. Bununla birlikte, probiyotiklerin
bagirsak ekolojisini etkilemeye yonelik gercek etkileri arastirilmali ve
mikrobiyal suslara yonelik 6zellestirilmis calismalar ile hastaliklara 6zgii gida

tirlinii formiilasyonlar: iizerinde ileri teknikli ¢aligmalar yapilmalidir.
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