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OZET

POSTBIYOTIK ICEREN EL KREMi FORMULASYONU GELISTILIRMESI VE
KARAKTERIZASYONU

Leyla HAMIDLI

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Kozmetoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstituist, Haziran 2022
Danisman: Dog. Dr. Evrim YENILMEZ
(ikinci Danisman: Dog. Dr. Zerrin CANTURK)

Bu tez caligmasinin amaci, postbiyotikli krem formilasyonunun gelistirilmesi,

hazirlanmasi ve sistemin karakterizasyon ¢alismalarmin yapilmasidir.

Postbiyotikler sadece kolon saghgi i¢cin degil, deri i¢in de olumlu etkileri olan,
dogrudan deri mikrobiyotasina uygulanabilen ve secici olarak faydali ‘normal’ cilt

mikrobiyotasmnin aktivitesini ve blylmesini arttiran bir bilesendir.

Formiilasyonlarm 1 aylik kararlilik testi sonucunda goriiniis, pH ve reolojik
Ozelliklerinde anlamli fark gozlenmemistir. Kremin hazirlanmasinda  kullanilan
lactobacillus bakterisinin klasik ve molekiler tanimlanmasi sonucu Lacticaseibacillus
rhamnosus oldugu tanimlanmistir. Mikrobiyolojik acidan degerlendirildiginde postbiyotik
iceren kremin plesebo kreme gore S.epidermidis iizerinde 2 kat daha fazla etkili oldugu

bulunmustur.

Anahtar sozcukler: Postbiyotik, Krem, Deri, Kozmetik.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF HAND CREAM FORMULATION
CONTAINING POSTBIOTICS

Leyla HAMIDLI

Department of Pharmaceutical Technology
Programme in Cosmetology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022

Supervisor:
Assoc.Prof. Dr. Evrim YENILMEZ
(Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin CANTURK)

The aim of this thesis is to develop and prepare a postbiotic cream formulation and
to conduct characterization studies of the system.

Postbiotics are a component that has positive effects not only for colon health but
also for the skin, can be applied directly to the skin microbiota, and selectively increase
the activity and growth of beneficial 'normal’ skin microbiota.

As a result of the 1-month stability test of the formulations, no significant
difference was observed in appearance, pH and rheological properties. As a result of
classical and molecular identification of the lactobacilli used in the preparation of the
cream, it was defined as Lacticaseibacillus rhamnosus. When evaluated microbiologically,
it was found that the cream containing postbiotic was 2 times more effective on
S.epidermidis than the placebo cream.

Keywords: Postbiotic, Cream, Skin, Cosmetics.



TESEKKUR

Bu calismanin gergeklestirilmesinde, hem teorik bilgi hem praktik uygulamalarda
degerli bilgilerini benimle paylasan, bana hep kiymetli zamanini ayirip biiytik bir ilgiyle ve
sabirla bana faydali olabilmek icin elinden gelenin fazlasini yapan,ailemin uzakta oldugunu
bana hissettirmeyecek kadar sevgilerini hissettiyim degerli danisman hocalarim Sayin Dog.

Dr. Evrim YENILMEZ’ e ve Saym Dog. Dr. Zerrin CANTURK e ¢ok tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen Aras. Gor. Sinan OZER’e ve
Aras. Gor. Kadir AYKAC’a tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢alismalarimda pozitif enerjisi ile her daim yanimda olan,bana destek

olan,bilgilerini benden esirgemeyen arkadasim Hacer AKDAGa tesekkiir ederim.

Bugtinlere gelmemde biiylik emegi olan,yiiksek lisans egitimim boyunca maddi ve

manavi desteklerini benden esirgemeyen sevgili aileme tesekkiir ederim.



ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin tamamen bana ait bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumuda dahil olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; ¢calisma kapsaminda elde edilen veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara tezimde yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu Universitesi
tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi” yla tarandigini ve “intihal
icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla alakali yaptigim bu beyana
aykirt bir durumun tesbit edilmesi durumunda, meydana gelecek tiim ahlaki ve hukuki

sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

(imza)

Leyla HAMIDLI

Vi
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SiMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

EPS : Ekzopolisakkaritler

ROS : Reaktif oksijen tirlerinin

SOD : Peroksit dismutaz

LTA : Bakteriyel lipoteikoik asitB

BL : Bakteriyel lizatlar

GRAS : Genel olarak guvenli

IEL : Bagirsak epitel hiicreleri

DC : Dendritik hucreler

LAB . Laktik asit bakterileri

DAU : Diyabetik ayak ulseri

PAMP . Patojenle iliskili molekiler modeller
TLR : Transmembran proteini olan reseptorler
ABHS : Alkol bazli el dezenfektanlar1

NABHS . Alkolsiiz dezenfektanlari

ICD . Kontakt dermatite

ACD . Alerjik kontakt dermatit

LGG : Lactobacillus rhamnosus

MTT : 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromr

NCBI : Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
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1. GIRIS VE AMAC

Deri viicudumuzun en biiyiik organidir. Deri faydali mikrorganizmalara ev sahipliyi
yapar ve bir bariyer g0Orevi gorur. Derimizdeki mikroorganizmalar ayni
bagirsaklarimizdaki mikroorganizmalar gibi bagisiklik sistemimizin

giiclenmesinde,patojenlere karsi savunmada biyik 6nem tasir.

Derimizdeki ve bagirsagimizdaki bakteriler arasinda gugli bir bag vardir. Bu
bakterilerden olan probiyotikler, gastrointestinal sisteme uygulanan patojenik olmayan
canli mikroorganizmalardir. Sadece kolon hastaliklarinda degil deri hastaliklarinin

cogunda yarali etkileri goriilmistiir.

Postbiyotikler, probiyotiklerin yan iirlinleri olup cansizdirlar. Postbiyotikler saglikli
bir deri yapismin olusumuna katkida bulunurlar. Bir ¢ok biyolojik islevlerin

iyilestirilmesinde dogrudan kullanabilirler.

Bakterilerin deri lizerindeki faydalar1 g6z 6niinde bulundurularak kozmetik alanda
kullanilmaya baslandi. Giiniimiizde ¢ogunlukla bunlardan probiyotikler daha ¢ok tercih
ediliyor. Fakat bunlar canli mikroorganizma oldugundan kontaminasyon,raf émriiniin
kisalig1 gibi sorunlar olustura bilmektedir. Postbiyotikler cansiz oldugundan iiriinde

stabildir ve raf dmri daha uzundur.

Bu tez calismasinda, postbiyotik iceren krem formilasyonun gelistirilmis ve

karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmustir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Biyotik Kavramm

"Biyotik" terimi, bagirsak mikrobiyotasinin saglikli bir sekilde korunmasi ve
durumun devam ettirilmesi i¢in gerekli olan beslenme yontemlerini ifade eder. Yunanca
biotikos 'yasamla ilgili' anlamma gelen biyotik terimi; canli organizmalarin fiziksel
cevreleriyle birlikte yarattigi biyolojik ekosistemi ifade eder. Biyotik kavrami son
yillarda prebiyotik, probiyotik, postbiyotik, parabiyotik, sinbiyotik ve paraprobiyotik
olarak siniflandirilmaktadir [1].

2.2. Prebiyotik

Prebiyotik kavrami ilk olarak 1995 yilinda Gibson ve Roberfroid tarafindan
"kolonda bir veya daha az bakterinin blylmesini veya aktivitesini secici olarak
uyararak, konakg¢ry1 faydali bir sekilde etkileyen ve boylece konake¢1 saghigimi iyilestiren
sindirilemeyen bir gida bileseni" olarak tamimlanmistir. Daha sonra ayni yazarlar
tarafindan giincellenen prebiyotik tanimi ise sOyledir; "hem mikrobiyom bilesiminde
hem de aktivitesinde spesifik degisikliklere izin veren se¢ici olarak fermente edilmis bir
bilesen". Bu tanima gore, bir tiriiniin aday prebiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in , in
vitro ve in vivo testlerle belirlenen bir takim kriterleri karsilamasi1 gerekmektedir. Son
yillarda, konak sagligi ve yarari i¢in, kolon mikrobiyotasmin bilesimini modiile etmek

icin, fonksiyonel gidalar olarak prebiyotiklerin kullanimi oldukca artmistir [2].

2.3. Sinbiyotik

Bir Uriin hem probiyotik hem de prebiyotik igerdiginde sinbiyotik terimi ile ifade
edilmektedir. Bu terim, sinerji anlamma geldigi igin prebiyotik bilesigin segici olarak
probiyotik  bilesigi  destekledigi  Orlinler i¢in  kullanilmaktadir. ~ Sinbiyotikler
probiyotiklerin yasayabilirligini arttirdiklarindan dolay1, saglik i¢in yararlar1 da fazladir

[3].

Bir sinbiyotik {iriin 1 ile 10 milyar aktif hiicre igermektedir. Ornegin yogurt,
iniilin ile birlikte tiiketildiginde simbiyotik bir etki yaratan canli ve aktif kiiltiirler igerir.
Son yillarda, hastaliklarla miicadele uygulamalarinin ana odak noktasinin sinbiyotikler
oldugu arastirmalar ortaya ¢ikmaya baslamistir. Sinbiyotik diyet, bagirsagin biyolojik

yapisini kKoruyarak bagirsaktaki metabolik aktivitelerin diizenlenmesine yol agar.



Ozellikle beslenme doneminden sonra kisa zincirli yag asitleri, ketonlar, karbon
disiilfiir ve metil asetattaki onemli artis, sinbiyotik gidalarin potansiyel saglik yararlarini

gOstermektedir [4].

2.4. Paraprobiotik

Paraprobiyotikler smifina laktobasillerin hiicre duvar1 bilesenleri olan;
organizma lizerinde faydali etkileri oldugu bildirilen peptidoglikan, teikoik asit, hiicre
duvar1 polisakkaritleri, hiicre yiizeyi baglayici proteinler ve protein filamentlerini
girmektedir [5].

Calismalar, laktobasilin hiicre yiizeyi bilesenlerinin efektdr molekiillerin 6nemli
bir pargasi olarak kabul edildigini dogrulamistir, ¢iinkii mikrobiyal hiicrenin bu kismu,

konakg1 hiicre ile etkilesime giren ilk bilesendir.

Laktobasil turlerinin  paraprobiyotikleri, c¢ok ¢esitli aktif molekilleri
icerimektedir. Bu iirlinler ve laktobasillerin yan iirlinlerinin, epitelyal bariyer korumasi,
anti-timoér, immuinomodilatér ve patojene karsi antagonistik etkiler gibi faydali
fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir. Ek olarak, daha uzun bir raf 6mrii, ac¢ik bir
kimyasal yap1 ve giivenli dozaj ayar1 dahil olmak (zere probiyotiklere gore cesitli

avantajlar1 oldugu yapilan galigsmalarla ortaya konmustur [6].

2.5. Postbiyotik
Postbiyotik terimi, "canli organizmalarla ilgili olan veya onlardan kaynaklanan"
olarak tanimlanan ve yasamdan sonra anlaminda kullanilan "biyotik™ ve "sonra"

anlamina gelen terimlerin bilesiminden kaynaklanarak tanimlanmustir [7].

Bununla birlikte, kesin tanimi hala tartismalidir. Tsilingiri ve arkadaslarina
gore, postbiyotikler, bir mikroorganizma tarafindan salgilanan veya bir
mikroorganizmanm metabolik aktivitesi tarafindan Uretilen, dogrudan veya dolayli

olarak konakg¢1 iizerinde faydali bir etki uygulayan herhangi bir maddeyi igermektedir

8].

Postbiyotik bilesenleri olarak; siipernatan, ekzopolisakkaritler, enzimler, hiicre
duvar bilesenleri, ve bakteriyel lizatlar sayilabilir. Postbiyotikden elde edilen tiriinler

sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. Postbiyotikden elde edilen Grinler [9].
2.5.1. Supernatanlar

Bakteriler tarafindan, kiiltiir besiyerine salgilanan biyolojik aktif metabolitleri
icersinde bulunduran, hiicre icermeyen slpernatanlar, direkt bakteri klttrlerinden elde
edilebilirler. Belirli bir inkiibasyon siiresinin ardindan bakteri kiiltiirleri, bakterilerin ve
slpernatanin ayrilmasi amaciyla santrifijlenir ve elde edilen iistteki sivi siipernatan
olarak kullanilmaktadir. Son olarak, elde edilmis sipernatan steriliteyi saglamak

amaciyla filtre edilerek kullanilmaktadir [10].

2.5.2. Ekzopolisakkaritler

Mikroorganizmalar buytmeleri sirasinda farkli kimyasal yapilara sahip olan
biyopolimerler iiretirler. Bu biyopolimerler, ekzopolisakkaritler (EPS'ler) adi1 verilen
heterojen bir madde grubu olarak adlandirilir ve bakterinin hiicre duvarmin disina
salinabilir. EPS'ler, biyolojik gorevleri tam olarak belli olmasa da, giiniimiizde gida
endustrisinde emdlsifiye edici, stabilize edici ve su baglayici ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Buna ek olarak, EPS'lerin fonksiyonel gidalarda ve farmasotik

urunlerde kullanimi da son zamanlarda oldukca artmigtir [11].

2.5.3. Enzimler

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 Kkatalize eden aktif proteinlerdir.

Mikrobiyal enzimler, ¢esitli biyokimyasal, fizyolojik ve dizenleyici islevlere sahiptir.



Iigilenilen enzimleri iireten ana bakteriler, Bacillus cinsine ait olanlardir. Kisa
fermantasyon siirelerine yol acan yiiksek biiyiime hizlari, hiicre dis1 ortamda protein
salgilama yetenekleri ve giivenli olarak taninmalar1 i¢in 6nemlidirler [12]. Bacillus cinsi
asir1 sicakliklara, pH'a, organik ¢oziiciilere, deterjanlara ve oksitleyici bilesiklere kars1
yiiksek stabilite gibi dikkate deger ozelliklere sahip yiiksek verimde notr ve alkalin
proteolitik enzimler {iretme yetenegine sahiptir [13]. Mikroorganizmalar, proteinlere,
lipidlere, nikleik asitlere ve karbonhidratlara hasar verebilen reaktif oksijen turlerinin
(ROS) zararh olan etkilerine kars: savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Ozellikle
peroksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), NADH-oksidaz ve katalaz gibi
antioksidan enzimler, ROS ile miicadelede kritik bir rol oynar [14].

2.5.4. Hucre duvan bilesenleri

Bakteriyel hiicre duvarinin birgok bileseni, bakteriyel lipoteikoik asit (LTA)
tabaka da dahil olmak iizere immiinojenik 6zelliktedir. LTA, g¢evreye kendiliginden
salmabilir ve Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunur. LTA'nin immiin
sistemi uyarici etkileri olmasina ragmen, aktivitesine iliskin veriler belirsizdir. Bazi
raporlar, LTA'nin IL-12 {iretimini azalttigmi ve immiin diizenleyici aktiviteye sahip
sitokinlerin Uretimini indikledigini gostermektedir (6rnegin, 1L-10). Buna karsilik,
digerleri, LTA'nin enflamatuar sirecleri hafifletmedigini ve aslinda bagirsaktaki

dokulara zarar verdigini gostermistir [15].

2.5.5. Bakteriyel lizatlar

Bakteriyel lizatlar (BL'ler), Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin mekanik
veya kimyasal olarak parcalanmasiyla elde edilmektedir. Klinik kullanimlari, bagirsak-
akciger ekseni kavramma, yani bagirsagin solunum sistemi ile bagisiklik sistemi
arasmdaki fonksiyonel baglantiya dayanmaktadir [16]. Ozellikle ¢alismalar, oral yoldan
uygulanan liyofilize BL'lerin, dentridik hiicreleri uyardiklar1 ve ardindan T ve B
lenfositlerini aktive ettiklerini ince bagirsakta Peyer plaklarina ulastigmni gostermistir.
Olgun lenfositler daha sonra solunum yolunun mukoza zarina gé¢ eder ve baslangigta
dogustan gelen bagisiklik sistemini uyarir ve boylelikle IgA salgilanmasini tesvik eder.
Bu amagla yapilan ¢alismalar, ¢cocuklarda tekrarlayan iist solunum yolu enfeksiyonlari
da dahil olmak Uzere cesitli hastaliklarla ilgili BL kullanimmm giivenligini

dogrulamistir [17].



2.6. Postbiyotiklerin Gstinlukleri
Postbiyotiklerin, glinimiizde yaygin olarak kullanilan probiyotiklere gore bir
takim Ustlinliikleri bulunmaktadir. Bunlarin baginda stabil olmalar1 ve giivenilir olarak

tedavilerde kullanilabilmeleri gelmektedir.

2.6.1. Stabilite

Postbiyotiklere ilgiyi artiran en 6nemli faktor, hem endiistriyel siireglerde hem
de depolama sirasinda dogal stabiliteleridir. Canli mikroorganizmalarm stabilitesini
korumak teknolojik bir zorluktur ¢ilinkii bir¢ok probiyotik organizma oksijene ve isiya
duyarlidir, ancak uzun raf 6dmriine sahip triinler canli olmayan mikroorganizmalar ve
onlarimn triinlerinden elde edilmektedirler. Giivenilir soguk zincirlerin bulunmadigi veya
ortam sicakliklarinin canli mikroorganizmalarin depolanmast i¢in sorun olusturdugu

cografi alanlarda da postbiyotikler probiyotiklere tercih edilmektedir [18].

2.6.2. Fikri mulkiyet korumasi

Canli mikroorganizma igermeyen iiriinlerin bir bagka olas1 avantaji, postbiyotik
kdkenli mikroorganizmalarin ticari iirtinden izole edilememesi ve iriin gelistiricilerin
bilesenlerinin miilkiyetini elinde tutmasina izin vermesidir. Canli mikroorganizmalarin
thmal edilebilir diizeyde olmasi, ¢evreye yayilmasmin tehlikeli olabilecegi, genetigi
degistirilmis mikroorganizmalar1 icerebilen postbiyotiklerin gelistirilmesinde de bir

avantaj olabilir [19].

2.6.3. Guvenilirlik

Postbiyotiklerin probiyotiklerden daha iyi bir giivenlik profiline sahip olmasinin
en Onemli nedeni; icersinde mikroorganizma igermediginden dolay1 bakteriyemiye

neden olmamasindan kaynaklanmamaktadir [20].

2.6.4. Uretim teknolojisi

Probiyotik Uretiminde 6nemli bir konu olan doz standardizasyonu sorunu
postbiyotiklerde yoktur. Ekonomik agidan bakildiginda, postbiyotiklerin faydalari
arasinda daha uzun raf 6mrii, daha kolay depolama ve tasima ve probiyotiklere kiyasla

diisiik sicakliklar1 koruma ihtiyacinin azalmasi yer alir. Yinelemeli Gretim sureglerinin



kullanilmas1 ve daha kesin dozlama kontrolli olasiligi, probiyotiklere gore

postbiyotiklerin avantajlarindandir [21].

2.6.5. Tedavilerde kullanim

Postbiyotikler, Th1/Th2 aracili bagisiklik tepkilerine dengeyi  geri
getirebildikleri ve bagisiklik sisteminin olgunlagmasini destekleyebildikleri i¢in alerjik
hastaliklar i¢in uygun bir tedavi segenegi olarak kabul edilir. Mevcut veriler, cocuklarda
astim/hirilt1 alevlenmelerinin onlenmesinde postbiyotiklerin kullanimini
desteklemektedir. Ek olarak, atopik dermatitli hastalarin semptomlarmin siddeti,
bagirsaktaki butirat {ireten bakteri sayisi ile ters orantilidir ve bu nedenle oral BL,
cocuklarda atopik dermatit icin daha 1iyi tedavi sonuclar1 ortaya koymustur. Son olarak,

postbiyotiklerin gida alerjilerinde faydali etkileri;

200'den fazla cocuk (zerinde yapilan bir  klinikk  c¢alismada, butirat
acisindan zengin bir mikrobiyomun varligmm inek sttt alerjisinin daha erken

¢cozllmesiyle iligkili oldugunu gostermistir [22,23].

2.7. Probiyotik

Probiyotikler, mikrobiyal dengeyi gelistirmek icin 6zellikle gastrointestinal
sisteme uygulanan patojenik olmayan canli mikroorganizmalardir. Saccharomyces
boulardii mayasi, Bifidobacterium ve Lactobacillus torleri gibi laktik asit
bakterilerinden olusurlar ve yiyecekler ve diyet takviyeleri olarak kullanilmaktadirlar.
Probiyotiklerin, yararli etkileri arasinda, bagirsaktaki pH'1 diisiirmek, patojenik
organizmalarin  kolonizasyonunu azaltmak ve konak¢i bagisiklik  cevabinin
modulasyonu dahil olmak (zere birgok mekanizma sayilabilmektedir [24,25].
"Probiyotik™ terimi, Latince "pro" ve Yunanca "yasam i¢in" anlamma gelen "bios"
kelimesinden tiiretilmistir ve ilk 1907 yilinda Elie Metchnikoff tarafindan ortaya
atilmustir [26].

"Probiyotik" tanmimi yillar iginde gelismistir ve 2001'de FAO/WHO’da
uzmanlardan olusan bir panelde, probiyotik tanimi "canli mikroorganizmalar, uygun
miktarlarda kullanildiginda konaga saglik agisindan yarar saglar" seklinde
birlestirilmigtir. Benzer sekilde Italya Saglik Bakanligi da probiyotikleri “yeterli
miktarda alindiginda vicut Uzerinde faydali etkileri olan mikroorganizmalar”olarak

tanimlamustir [27].



Iyi bir probiyotik tanimlamak i¢in, bagirsak epitel hiicrelerine yapisma, patojen
yapismasini ortadan kaldirma veya azaltma ve hayatta kalma, ¢ogalma ve asit iiretme,
hidrojen peroksit ve bakterilerin patojenlerin biytmesiyle inhibe etme gibi ¢esitli
kriterlere ihtiya¢c vardir. Glvenli, invaziv olmayan, kanserojen olmayan ve patojen
olmayan olarak kabul edilirler ve normal olarak dengeli bir mikrobiyom olusturmak igin

kolonize olmalilardir [28].

2.7.1. Probiyotik tirleri

Takviyeler ve gidalar gibi maya veya bakteri iceren modifiye probiyotikler,
kapsiiller, tabletler veya tozlarda ve bircok fermente gidada, en yaygmn olarak yogurt
veya sitli iceceklerinde bulunur [29]. Probiyotik kaynagi olarak kullanilan

mikroorganizma tirleri tablo 2.1 de verilmistir.

Cizelge 2.1. Probiyotik kaynag: olarak kullanilan mikroorganizma tirleri [30].

Lactobacillus species = Bifidobacterium Enterococcus Streptococcus species | Yeast
species species
Lactobacillus. Bifidobacterium. Enterococcus Streptococcus Saccharomyces
acidophilus adolescentis faecalisa cremoris boulardii
Lactobacillus. Bifidobacterium. Enterococcus Streptococcus
bulgaricus animalis faeciuma salivarius
Lactobacillus.casei Bifidobacterium. Streptococcus
bifidum diacetylactis
Lactobacillus. Bifidobacterium. breve Streptococcus
crispatus intermedius

Lactobacillus.
fermentum
Lactobacillus.
gasseri
Lactobacillus.
johnsonii
Lactobacillus.
lactis
Lactobacillus.
plantarum
Lactobacillus.
reuteri

Lactobacillus.

rhamnosus Gg

Bifidobacterium.
infantis

Bifidobacterium. lactis

Bifidobacterium.
longum



2.7.2. Probiyotiklerin ozellikleri

Probiyotiklerin en o6nemli Ozelliklerinden biri insan saghg: icin guvenli
olmasidir, bu onlar1 se¢mek icin cok onemli noktalardan biridir. Ozellikle, bir
probiyotik susun karakterizasyonu, antibiyotiklere direncinin ve viriilans faktorlerinin
olmamasma dayanir. Bakteriyel sus tanimlamasi yalnizca gilivenlik nedenleriyle degil,
ayni trin farkli suslarmin konak Uzerinde farkli etkileri oldugundan etkinligini

gOstermek igin de gereklidir [31].
2.7.3. Probiyotiklerin guvenilirligi

Probiyotiklerin tiiketimi son yillarda artmistir ve “genel olarak giivenli olarak
kabul edilirler” (GRAS) olarak kabul edilirler, ancak ¢ok sayida calisma, klinik pratikte

givenlik ve etkinligi konusunda tartismali sonuglar gostermistir [32].

Probiyotik kullanimiyla iligkili olast komplikasyonlar arasinda  sepsis,
endokardit gelisimi, gastrointestinal sistemdeki toksisite ve metabolik etkiler ve mantar
enfeksiyonlar1 sayilabilmekte ve bunun yaninda antibiyotik direncinin gastrointestinal
floraya aktarilabilmesi de yer almaktadir. Baz1 probiyotik bakteriler, endofitik bakteri
popiilasyonlarinda viriilans faktorlerinin varhigi, viriilans genlerini kabul etme yetenegi
veya istenmeyen etkilere neden olabilecek antibiyotiklere diren¢g gibi istenmeyen

Ozellikler gostermistir [33].

Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus ve Bifidobacterium gibi gesitli
probiyotik tirleri, enfekte olmus bolgelerden izole edilmis ve bu faydali bakterilerin yer
degistirmesinde sorunlara neden olmustur. Liong, probiyotik translokasyonun saglikli
bireylerde nadir goriilen bir olay olduguna, ancak immiin sistemi baskilanmis hastalarda
probiyotik translokasyonun potansiyel zararlarmin ortaya c¢ikabilecegine dikkat
cekmistir [34].

2.7.4. Probiyotiklerin kullanimi

Bagirsak epitel hicrelerine (IEL'ler) baglanma ve bagirsak mikrobiyotasinin
bilesimini dlzenleme ve stabilize etme yetenekleri sayesinde, probiyotik bakteriler
bagirsak  bagisikliginmm ve  sistemlerinin - duzenlenmesinde 6nemli  bir rol
oynayamaktadirlar.  Probiyotikler, dendritik hicrelerin  (DC'ler), monositlerin,

makrofajlarin ve daha az 6l¢uide B huicrelerinin islevlerini etkileyebilmektedirler [35].



Bazi probiyotiklerin, o6zellikle laktik asit bakterilerinin (LAB'ler) epitelyal
bagirsak duvarina yapigsmasi, DC'lerin hem aktivasyonunu hem de proliferasyonunu
dogrudan module ettikleri Peyer plaklarindaki yakalanmalarini desteklemektedirler.
Probiyotikler, Th1-Th2 / Treg polarizasyonunu destekleyen miyeloid DC (mDC'ler) ve
DC'ler tarafindan TNF-a ve IL-6 tarafindan, hem IL-10 ve IL-12 dretimini
uyarabilmektedirler. Bazi LAB’lar ayrica IL-12 ve TNF-a dretiminin induksiyonu
yoluyla DC'lerin olgunlagmasin1 indiiklerler ve plazmasitoid DC'ler (pDC'ler) tarafindan
IFN-a dretimini tesvik etmektedirler. Bunlara ilaveten; olgun DC'ler, NK hiicre
aktivasyonunu, proliferasyonunu ve sitotoksik aktiviteyi indiikleyen IL-12 ve IL-15 gibi
sitokin Gretimi yoluyla NK hiicrelerinin giiglii aktivatorleridir. Baz1 probiyotik suslari
ayrica monositleri IFN-y dretimi igin IL-12 ve NK hicreleri Uretmeye tesvik
etmektedirler [36].

LAB'larin NK / DC'lerin ¢apraz reaksiyonunu sekillendirme ve NK
aktivasyonunu dogrudan uyarma yetenegi, bazi probiyotik suslarinin NK'ya bagli I[FN-y
iiretimini ve dolayistyla Thl polarizasyonunu tesvik etmede 6nemini vurgulamaktadir.
Yasamin erken doneminde LAB'larin varligi, Th1 polarizasyonunu tesvik etmek ve Th2

aracili bozukluklar1 6nlemek icin faydali olabilmektedir

DC'lerin aktivasyonu, T hicre tepkisini,IL-10 ve IL-12 iiretimini tesvik ederek
mikrobiyota, dogustan gelen bagisiklik ve uyarlanabilir bagisiklik arasinda bir baglanti
kurmaktadir Spesifik probiyotik suslari, hiicre aracili bagisiklig1 artirarak dogrudan bir
B hucresi tepkisine neden olabilmekte, humoral bagisikligi artirabilmekte ve T
hiicrelerinin tepkisine neden olabilmektedir. Ozellikle bagirsak laminas1 propriada B
hucreleri, dimerik IgA antikorlari iireten plazma hiicrelerinde farklilagir. Salgilayici
IgA, bagwrsak epitel hiicrelerinin bazolateral ylizeyinde spesifik bir tasiyici reseptor ile
baglandiktan sonra mukozal immiinitede dnemli bir role sahip olduklarindan bagirsak
limenine salinmaktadir [37]. Yapilan bir ¢calismada, Lactobacillus casei, L. acidophilus,
L. rhamnosus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus salivarius subsp.
Thermophilus ve Lactococcus lactis bakterilerinin, farelerde brongiyal mukozada IgA
salgilayan hucrelerin artigina bagl olarak solunum enfeksiyonlarini 6nledigini ve
azalttigin1 bu sonuglarla da solunum sistemi iizerinde olumlu etkilere sahip oldugu

gosterilmistir [38].
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Bagirsak mikrobiyotasinin bilesimindeki degisikliklerin alerjik bozukluklarin
patogenezinde rol oynadiginin kesfi, arastrmacilarin alerjik hastaliklarin tedavisi

ve/veya dnlenmesi igin diyet takviyelerinin kullanimina olan ilgisini artrmistir [39].

Bir¢ok ¢aligma, atopik dermatit ve cildin diger alerjik belirtileri i¢in probiyotik
suslarin  kullanimint aragtirmigtir.  Deri  bariyerinin yikilmasi, alerjik hava yolu
hastaliklarma yol agabilecek bir ¢cok patolojik olay1 tetiklemektedir. Buna bagli olarak
yapilan caligmalar; atopik dermatiti olan c¢ocuklarda alerjik astim gelismesinin daha
olasid oldugunu gostermistir [40]. Majama ve digerleri, L. rhamnosus ile bir aylik
tedaviden sonra cocuklarda atopik dermatitte hafif bir azalma ve probiyotik
tuketiminden sonra ¢ocuklarda TNF-a ve alAT'de eslik eden bir azalma oldugunu
gostermistir [41]. Atopik ¢ocuklarda bagirsak mikrobiyotasinin farkli kompozisyonu,
dogumdan sonra mikrobiyomun hizli degistirilmesinin alerjik hastaligin onlenmesinde
faydali olabilecegini diisiindiirmektedir. Kallioméki ve arkadaslari, hamilelik sirasinda
ve dogum sonrasi erken donemde probiyotiklerin kullanilmasinin ¢ocuklarda egzamay1
azalttigin1 gostermislerdir [42]. Aymi arastirmacilar; , annelere ve bebeklere yasamin ilk
6 ayinda Lactobacillus GG verilmesinin yuksek riskli ¢ocuklarda erken alerjik
hastaliklarin baglamasimi 6nlemede olumlu etkisi oldugunu ve varsa astim ve egzamayi
onemli Olcude azalttigini bildirmektedirler [43]. Atopik dermatit tedavisi icin umut
verici verilere ragmen, probiyotiklerin solunum ve gida alerjisi semptomlar1 tizerindeki

etkinligi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir [44].

2.7.5. Tedavilerde 6nemi

Probiyotikler, Glseratif kolit, Crohn hastaligi ve spesifik olmayan ileit dahil
olmak tizere inflamatuar bagirsak hastaliklarinin tedavisinde faydali olabilmektedir. Bu
hastaliklarin etiyolojisi tam olarak anlasilamamistir, ancak kronik ve tekrarlayan

enfeksiyonlar veya inflamatuar bagirsak hastaligi ile iliskili olduklar1 agiktir [45].

2.7.6. Akne tedavisinde dnemi

Son ¢alismalar, probiyotiklerin ve oral takviyelerin sistemik inflamasyon ve
oksidatif stres belirteclerini azaltabilecegini gostermistir [46]. Aknedeki yiksek
miktarda lokal lipid peroksidasyonu, kan kaynakli antioksidanlara olan yiiksek talep
nedeniyle [47], probiyotiklerin sistemik oksidatif stresi sinirlama yetenegi dnemli bir

terapétik yaklagim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Oral probiyotikler, interlokinl
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alfa'daki (IL1a) spesifik azalmaya neden olarak, inflamatuar sitokinlerin deriye
salinimini dlzenleyebilmekte ve akne tedavisinde yarar saglayabilecek potansiyele
sahiptir. Psikolojik sikintilar, yiiksek yagl beslenme, lifsiz islenmis gidalari ile birlikte
bagirsak hareketliligi ve mikrobiyota profilinde degisikliklere neden olmaktadir.
Normal mikrobiyal biyofilm kayb1 (6zellikle Bifidobacterium) bagirsak gecirgenligine
neden olur ve endotoksinler sistemik erisim kazanmaktadir.Enflamasyon ve oksidatif
stres ylikli artar, P maddesi yiikselir, insiilin duyarliligi endotoksemi nedeniyle azalir
[48]. Akne vulgarise genetik olarak duyarli olanlarda, bu kaskad asir1 sebum ftiretimi,
aknede alevlenme veek olarak psikolojik sikinti olasiligini da artrmaktadwr. Hem
probiyotikler hem de antimikrobiyaller bu dongiiyii bagirsak diizeyinde kesmede rol
oynayabilmektedirler. (Sekil 2.2).

(C) 2011 Marcia Hartsock, MA, CMI

Sekil 2.2. Akne Vulgaris'te Bagirsak-Beyin-Deri Dongusi [49]
2.7.7. Yaygm probiyotikler

En yaygin olarak kullanilan ve taninan probiyotikler 6zellik tasiyan bakteriler
Enterococcus (tipik temsilcisi E.faecium); Lactobacillus (L.acidophilus, L.casei,
L.paracasei);  Bifidobacterium  (B.bifidum, B.longum, B.breve, B.infantis,
B.adolescentis) dur. Lactobacillus Probiyotiklerin insan vicudunda birgok islevi
bulunmaktadir. Bunlar; normal makrobiyotik dengeyi korumak (hem sindirim hem de
dermal), kisa zincirli asitler iiretmek, kandaki azotun potansiyel olarak riskli icerigini

diisiirmek, metabolik faktorler Gretmek, antibiyotikler ile tedaviden sonra normal
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mikrobiyotanin olusturulabilmesi igin aktif bir rol oynamak, sindirim-bagirsak
sisteminde ikincil safra asitlerinin iiretimini inhibe etmek, grup B ve K vitaminlerini
sentezlemek, bagisiklik sistemi ve koruyucu fonksiyonlar1 etkinlestirmek [50],
prokanserojenlerin Uretiminin azaltilmasi ig¢in immunmodulator etki gostermek ve

dolayisiyla timér olusumunun 6nlenmesini saglamaktir [51].

2.7.8. Probiyotiklerin topikal uygulamasi

Yerlesik mikrofloranin  korunmasi, cildin normal ve saglikl islevlerini
strddrmesinin etkili bir yolu olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, insan
derisinde yasayan mikrobiyal tlrlerin sayisi, fiziksel ve biyokimyasal faktorlerle
simirhdir.  Probiyotik mikroorganizmalar, cilt sagligini korumak ve patojenlerin
biliylimesini engellemek i¢in pH'1 diisiirmek gibi farkli mekanizmalar kullanirlar. Cildin
asidik ortami, bakterilerin girisini engellemektedir; bununla birlikte, cilt yiizeyindeki
amino asitler, tuzlar ve diger maddelerle birlikte, nemin kaybolmasini 6nlemek i¢in bir
bariyer saglamaktadir. Probiyotiklerin ilging bir 6zelligi, asidik molekillerin (yani
laktik asit) iiretimini igeren ve boylece cevreyi asitlestiren fermentatif metabolizmadir
[52]. Diyabetik ayak iilseri (DAU) gibi kronik durumlarmn tedavisi, enfeksiyon i¢in artan
duyarhlik ve gecikmis yara iyilesmesi nedeniyle zordur. Mevcut tedavinin karmasikligi,
olumsuz etkiler ve mikrobiyal direng, DAU 'niin yonetimi igin alternatif bir yaklasimin
gerekliligini vurgulamaktadir. Cesitli hastaliklarda probiyotik uygulama ile iligkili artan
kanitlar, yara iyilesmesi ve enfeksiyonunda da kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
DAU, diyabet prevalansmin artmasiyla bilyilyen bir saglik sorunudur. DAU olan
hastalar, tiim diyabetik hastalarin yaklasik %15'ini olusturmaktadir ve diinya ¢apinda

baskin bir travmatik olmayan amputasyon kaynagidir [53].

Probiyotikler ya tek bir tiir ya da farkli organizmalarin bir karisimidir ve yara
bdlgesinde lenfositler, makrofajlar ve polimorfoniikleer hiicreler gibi iltihapli hiicrelerin
birikmesini takiben bagisiklik sistemini giliglendirme, antiinflamatuvar ve yara iyilesme

slirecini gelistirme yetenegine sahiptir [54].

Probiyotiklerin anti-infektif mekanizmalari, patojenik mikroorganizmalarla
rekabet etme veya konagm bagisiklikcevabini modiile etme yetenekleri ile ilgilidir.

Laktobasiller, organik asitler, hidrojen peroksit ve karbon peroksit gibi peroksitler,
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diisiik molekiiler agirlikli antimikrobiyal maddeler, diasetil, bakteriyosinler ve adezyon

inhibitorleri gibi ¢esitli antimikrobiyal maddeler uretebilmektedirler [55].

Probiyotikler ayni zamanda patojen bakterilerin yayilmasmi Onleyerek,
enfeksiyon riskini azaltarak ve vyara iyilesmesini tesvik ederek viicudumuzun
bagisikligimi arttirmaktadirlar. Boylece probiyotikler diyabetik yara ve enfeksiyonunu
yonetmek i¢in giivenli, etkili ve daha ucuz bir alternatif saglamaktadir.Dermisin i¢inde,
patojenle iliskili molekiiler modeller (PAMP'ler) i¢cin major sinyal reseptorii olarak islev
gordiigii tespit edilen tip 1 transmembran proteini olan reseptorler (TLR'ler) gibi gecis

yolaklarini aktive ederler [56].

Probiyotikler (PKB'ler) beta defensinler adi verilen proteinlerin {iretimini aktive
ederler. Beta defensinler, antimikrobiyal ve antiinflamatuvar 6zellikleri sayesinde cildin
bagisiklik fonksiyonlarmni yiikseltirler. Ek olarak, TLR'ler kollajen ve elastinin yukari
regilasyonunda, htcresel solunumda artig, cilt berrakliginda, dokuda ve genel

gorinumde iyilesmede etkili olurlar [57].

Kronik yaralar, tanim geregi, kronik bir enflamatuar durumda kalan ve bu
nedenle iyilesme siirecinin normal kaliplarmi takip etmeyen yaralardir. Kronik yaralar
ve oOzellikle yaniklar nadiren sterildir. Yanik yarasi yiizeyi yaralanmadan hemen sonra
sterildir, ancak 48 saat i¢cinde sa¢ folikiillerinden, cilt uzantilarindan ve ortamdan Gram
pozitif mikroorganizmalarla kontamine olurken ve 5-7 giin sonrasi ise, Gram negatif
mikroorganizmalar bu bolgeyi istila ederler. Yaniklar, cildin mekanik biitiinligiiniin
bozulmasma ve mikroorganizmalarin serbest¢ce ¢ogalmasma izin veren genel
bagisiklikligin baskilamasma neden olurlar. Yaniktan izole edilen yaygin patojenler
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes ve cesitli
koliformlardir. Diger streptokoklar, anaerobik organizmalar ve mantarlar da
enfeksiyonlara neden olabilirler. Bakteriyel enfeksiyonlar genellikle antibiyotiklerin
uygulanmastyla tedavi edilebilir; ancak, bu her zaman etkili degildirler. Basaril1 bir
antibiyotik tedavisinin yapilamamasinin nedeni; bakterilerin ¢ogalma, yapisal stabilite
ve kendilerini korumasini saglayan biyopolimer yapisinda olan mikrokolonilerden
olulsan biyofilm tabakasidir. Biyofilm tabakasi; bakterilerin ¢esitli antiseptiklere ve
antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gostermesini ayricakonakg¢i bagisiklik cevabinda
tepkilere neden olmaktadir. Enfeksiyonu oOnlemek icin etkili bir yaklasim olan

antibakteriyel terapinin yaninda patojenik organizmalarin yerini almak igin probiyotik
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kullanimi da 6nerilmektedir. Valde'z ve arkadaslari; L. plantarum ve/veya drinlerinin
yaniklarda ortaya ¢ikan P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde potansiyel
terapotik ajanlar oldugunu one siirmiislerdir. Yazarlar, L. plantarum ile yapilan in vitro
tedavinin P. aeruginosa nedeniyle olusan biyofilm tabakasinda yer alan quorum
algilayan agil-homoserin-laktonlar ve elastaz sinyal molekillerinin, Gretimini inhibe
edebildigini gdstermistir. Ote yandan, yanmus bir fare modelinde gelisen P. aeruginosa
yanik enfeksiyonunda; L. plantarum kullanilarak yapilan 5, 10 ve 15 giin subkutan
enjeksiyonlar1 sonucunda, alinan cilt, karaciger ve dalak orneklerinde P. aeruginosa
kolonizasyonunun inhibe edildigini ve buna bagli olarak da dokuda 6nemli bir

iyilesmeye yol a¢tigmi gérmiislerdir [58,59].

2.8. Deri

Deri vicudun en buyik orgamidir. Deri bizi mikroplardan ve gevresel
etmenlerden korur, viicut usisin diizenlemeye yardimci olur ve dokunma, sicaklik ve
sogukluk hissini saglar. Derimiz, deri mikrobiyomumuzu olusturan milyonlarca bakteri,
mantar ve virlise ev sahipligi yapar. Bagirsaklarimizdaki mikroorganizmalar gibi
cildimizdeki mikroorganizmalar da istilaci patojenlere karsi savunmada, bagisiklik
sistemimizi olusturmada ve dogal Uriinleri parcalamada énemli rol oynar. Insan
vicudundaki en biyik organ olan deri, faydali mikroorganizmalara ev sahipligi yapar
ve patojenlerin girisini engelleyen fiziksel bir bariyer gorevi goérir [60]. Bariyerin
kirildig1 durumlarda veya komensaller ve patojenler arasindaki denge bozuldugunda,
cilt hastah@1 veya hatta sistemik hastalik ortaya ¢ikabilir. insan cildinin yagli, nemli
veya kuru bolgeleri fizyolojik 0Ozelliklerine gore smiflandirilabilir. Mikrobiyota
bilesiminin farkli bolgelerde incelenmesi, dirsek i¢cinde egzama ve dirsek disinda sedef
hastalig1 gibi belirli cilt bolgelerine yaygin olarak neden olan yaygin cilt kosullarinin

etiyolojisini aydinlatmada degerlidir [61].
2.8.1. Deri katmanlar

Derinin ii¢ katmani vardur, cildin en dig tabakas1 olan epidermis su gegirmez bir
bariyer saglar ve cilt tonumuzu olusturur. Epidermisin altindaki dermis, sert bag
dokusu, sa¢ kokleri ve ter bezleri igerir. Daha derin deri alt1 dokusu (hipodermis) yag ve
bag dokusundan olugur. Derinin rengi, melanin pigmentini lireten melanosit ad1 verilen

0zel hucreler tarafindan olusturulur. Melanositler epidermiste bulunur [62]. (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Insan derisi katmanlart [63].

2.8.1.1. Epidermis

Epidermisin bes farkli hicresel katmani vardir. Bu katmanlar (yuzeyselden
derine) stratum corneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum ve
stratum germinativumu igerir (Sekil 2.4). Mitoz sirasinda, stratum germinativumdaki
hiicreler, epidermisin daha yiizeysel katmanlarini doldurmak i¢in yiizeysel olarak go¢
eder. Hicrelerin daha derin katmanlar1 yapida siitunludur, ancak yilizeye dogru gog
ettikce, hucresel farklilasma gerceklestikge goriintiste daha diz hale gelirler.
Keratinositler yukar1 dogru go¢ ettikge olgunlasirlar ve keratin ve lipitlerle doldururlar.
Keratinositler stratum granulosumda apoptoza girer ve daha sonra stratum corneuma
ulastiklarinda daha yeni hiicrelere yol agmak i¢in dokiiliir. Keratinizasyon olarak bilinen

bu slire¢, yasam boyunca surekli olarak gergeklesir [64].

Olu hiicreler

Stratum corneum

o Lamellar grandller
Keratinositler

Stratum spinosum

Desmesom
Bazal membran

Dermis

Sekil 2.4. Epidermisin katmanlar: [65].

16



2.8.1.2. Dermis

Dermis, epidermisin derinliklerinde ve deri alt1 yag tabakasmnin yiizeyselinde
bulunan mezenkimal kokenli bir bag dokusu tabakasidir. Dermisin bilesimi, hem
kollajen hem de elastik liflerden olusan esas olarak liflidir. Lifli bilesenler arasinda
hyaluronik asit, proteoglikanlar ve glikoproteinler gibi glikozaminoglikanlar igeren

amorf bir hiicre dis1 "zemin maddesi™ bulunur [66].

Dermis iki katmana ayrilir: papiller dermis ve retikiiler dermis. Papiller dermis,
epidermisin derinliklerinde yatan yiizeysel tabakadir. Papiller dermis, oldukca vaskiiler
olan gevsek bag dokusundan olusur. Retikiiler tabaka, dermisin biiyiik kismini olusturan
kalin bir yogun bag dokusu tabakasi olusturan derin tabakadir. Dermiste kan damarlari,
sinir uclari, sa¢ kokleri ve bezler bulunur. Dermisin bag dokusunda fibroblastlar,
makrofajlar, adipositler, mast hticreleri, Schwann hicreleri ve kok hiicreler dahil olmak
uzere birgok hicre tipi bulunur [67].

2.8.1.3. Hipodermis

Hipodermis, cildin en i¢ tabakasidir ve lipositlerden olusur. Dermis ile deri
arasinda bulunan yag dokusu tabakasi olarak tanimlanir. Kalinlig1 anatomik boélgeye,
yasa, bireyin cinsiyeti, ki, endokrin ve beslenme durumuna gore deyisir [68]. Doku
yapisal ve islevsel olarak sinir yoluyla dermis ile iyi bir sekilde biitiinlesir ve damar
aglar1 ve killar ve sinirler gibi epidermal uzantilarmn siirekliligi sonlar. Obez olmayan

kisilerde, tum vicut yaglarinimn yaklagik %80'i hipodermis i¢inde bulunur [69].

2.9. Covid-19 Pandemisi

Merkezi Cin Halk Cumhuriyeti'nin Hubei Eyaletinde bulunan yeni koronavirlis
SARS-CoV-2'nin (koronaviriis hastaligi 2019; eski adiyla 2019-nCoV) mevcut salgini,
diger birgok iilkeye yayildi. 30 Ocak 2020'de DSO Acil Durum Komitesi, Cin'de ve
uluslararasi yerlerde artan vaka raporlama oranlarina dayali olarak kiiresel bir saglik acil
durumu ilan etti. Vaka tespit orani giinliik olarak degisir ve Johns Hopkins University 1
ve diger forumlar tarafindan saglanan web sitesinde neredeyse gergek zamanli olarak

izlenebilir [70].

Coronaviriisler, insanlar1 ve c¢ok ¢esitli hayvanlar1 enfekte eden biiyiik zarfli,
pozitif tek sarmalli RNA virilisleridir. Coronaviriisler ilk olarak 1966'da soguk alginlig1

olan 2 hastadan viriisleri yerlestiren Tyrell ve Bynoe tarafindan tanimlandi. tag). Dort
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alt ailesi vardir: alfa-, beta-, gama- ve delta-koronavirusler. Alfa ve beta-koronavirisler
goriiniise gore memelilerden, 6zellikle yarasalardan kaynaklanirken, gama ve delta
viriisleri domuzlardan ve kuslardan kaynaklanir. Genom boyutu 26 kb ile 32 kb arasinda
degismektedir. Insanlar1 enfekte edebilen yedi koronaviriis alt tipi arasinda beta-
koronavirusler ciddi hastalik ve 06lime neden olabilirken, alfa-koronavirlsler

asemptomatik veya hafif semptomatik enfeksiyonlara neden olur [71].

Pnomoni, SARS-CoV-2 ile iligskili hastalik olan COVID-19'un vaka
tanimlamasma izin veren ilk klinik belirtisiydi. Daha yakimn tarihli raporlar, 6zellikle
kiclk cocuklar arasinda gastrointestinal semptomlar1 ve asemptomatik enfeksiyonlari
da tanimlamaktadir. Semptomatik hastalarda, ates, Okslrik, burun tikanikligi,
yorgunluk ve iist solunum yolu enfeksiyonlarmin diger belirtilerinden olusan hastaligin
Klinik belirtileri genellikle bir haftadan kisa bir siire sonra baslar. Enfeksiyon, basvuru
sirasinda  bilgisayarli tomografide gorildigii gibi, hastalarin yaklagik %75'inde
pnomoniye karsilik gelen nefes darlig1 ve siddetli gogiis semptomlari ile birlikte siddetli
hastaliga ilerleyebilir. Pnomoni genellikle semptomatik bir enfeksiyonun ikinci veya
iiclincli haftasinda ortaya ¢ikar. Viral pndmoninin aywrt edici belirtileri arasinda oksijen
satrasyonunda azalma, kan gazi1 sapmalari, buzlu cam anormallikleri, yamali
konsolidasyon, alveolar eksiidalar ve interlobiiler tutulum ile g6giis rontgeni ve diger
goruntuleme tekniklerinde gorilebilen degisiklikler yer alir ve sonugta bozulmayi
gosterir. Lenfopeni yaygin gibi gorinmektedir ve inflamatuar belirtecler (C-reaktif

protein ve proinflamatuar sitokinler) yiikselmistir [72].

2.9.1. El dezenfektanlar:

Onceki bulasict patojenlerde oldugu gibi, bu virlisin yayilmasmi 6nlemenin
bir¢ok yolundan biri de ellerinizi sik ve etkili bir sekilde yikamaktir. Saglik ve toplum
ortamlarinda, alkol bazli el dezenfektanlari, sabun ve suyla geleneksel el yikamaya
popller bir alternatif haline geldi. Bazi el dezenfektanlar1 ¢esitli kombinasyonlarda
mevcuttur. Bu pandemi sirasinda el dezenfektanlarnm popularitesi gdz o6nine
alindiginda, bu yeni virlise karsi hangi el dezenfektaninin en iyi sonucu verdigini

anlamaniz 6nemlidir [73].
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2.9.1.1. Alkol bazh el dezenfektanlari (ABHS)

Alkol bazli el dezenfektanlar1 (ABHS), koronaviriis hastaligina neden olan viriis
olan SARS-CoV-2 ile miicadelede 6nemli bir arag olarak ortaya ¢ikti. Hastalik tiim
dinyaya hizla yayildigindan, bulasmasmi en aza indirmek icin siki onlemler ve
kontroller gerektirmistir. Savunulan Kilit onlemlerden biri el hijyeninin saglanmasi
ihtiyacidir [74].

El dezenfektanlari, patojenik mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirmek igin
ellere siiriilerek siiriilen tirtinlerdir. Bu triinler, uygulamadan sonra hizla kuruyacak
sekilde tasarlanmistir, bdylece sabun, su ve havlu gibi kurutma yardimcilarma olan
ihtiyact ortadan kaldirir. El dezenfektanlarmin rahatligi ve tasinabilirligi, ABHS'nin
Dinya Saglik Orgitli (WHO) tarafindan alternatif bir el hijyeni onlemi olarak
onerilmesi nedeniyle 2020'de yaygin olarak kullanilmasina yol agmistir [75].

Etanol ve izopropanol (2-propanol), ABHS'de yaygin olarak kullanilan
alkollerdir. Tipik olarak yumusaticilar, nemlendiriciler ve kokular gibi birka¢ baska
icerikle birlikte sulu karisimlar olarak formiile edilirler. ABHS performansinin ana odak
noktasi alkol konsantrasyonu olmasina ragmen, eklenen bilesenler ve yardimc1 faktorler

bunlarin etkinligi, glivenli§i ve uzun vadeli kullaniminda kritik bir rol oynamaktadir
[76].

2.9.1.2. Alkolstz dezenfektanlar(NABHS)

Alkolstiz dezenfektanlar icin, ana aktif bilesen olarak alkoliin yerini gesitli
antiseptikler almistir. NABHS'deki en yaygin aktif bilesen, bir kuaterner amonyum olan
benzalkonyum Kklorlr, yaygin olarak kullanilan bir dezenfektandir. Benzalkonyum
kloriir antiseptikleri genellikle alkol bazli olanlardan daha az tahris edicidir, ancak yeni
kanitlar, bunlarin 6nceden diisiiniilenden daha sik kontakt dermatite neden olabilecegini

diistindiirmektedir [77].

2.9.1.3. El dezenfektanlarin cilt Gzerinde olumsuz etkileri

Sik el dezenfeksiyonu, atopik dermatit (kuru cilt) gelisiminden tahris edici
kontakt dermatite (ICD) veya nadiren alerjik kontakt dermatit yanitina (ACD) kadar
degisen cilt dokusunda c¢esitli degisikliklere neden olabilir. Toplu olarak, bu cilt

kosullarina gesitli fiziksel, kimyasal ve imminolojik mekanizmalar neden olur. Siki el
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hijyeni onlemleri alindiginda, bu mekanizmalar 6ncelikle asagidaki kosullar tarafindan
tetiklenebilir [78].

Cildin uzun siire suya ve nemli ortamlara maruz kalmasi: Stratum corneum'un
(cildin en dig tabakasi) ve hiicreler arasi lipidlerin iist yapismnin agir1 sismesine neden
olarak cildin gecirgenligini ve cildin fiziksel veya kimyasallara duyarhiligini arttirir. Ek
olarak, uzun siire koruyucu eldiven giymek asir1 terlemeye ve artan neme neden olabilir,

bu da tahrig edici maddelere kars1 inflamatuar yaniti daha da artirir [79].

1. Sabunlarin, yizey aktif maddelerin, deterjanlarin veya ¢oziculerin tekrarlanan
kullanimi: Bu ev temizlik maddeleri, zayif tahris edicidir ve genellikle ¢ok 1yi
tolere edilir. Bununla birlikte, bu maddelere tekrar tekrar maruz kalma, kronik
kiimulatif ICD'ye yol agabilir. Ayrica, kisisel veya ailede atopik dermatit oykiisii
olan hastalarda, cilt tahris edici maddelere karsi duyarliliklarini artiran, kronik
olarak islevsiz bir kutandéz bariyer bulunur .Nadiren, bazi kisilerde sabun veya
deterjan gibi bir el hijyeni tiriniindeki bir bilesene kars1 T hiicresi aracili, gecikmis
tipte bir asir1 duyarlilik reaksiyonu olan ACD gelisebilir [80].

2. Alkol bazli el dezenfektanlarinin tekrar tekrar kullanimi: DSO, sabun ve su
bulunmadig1 ve eller gozle goriiliir sekilde kirlenmedigi siirece en az %60 alkol
iceren el dezenfektanlarinin kullanilmasmin makul bir alternatif oldugunu
belirtmektedir.Bu drtnlerin sik kullanimi da ciltte kuruluga ve tahrise neden
olabilir. Ote yandan, alkole alerjinin kendisi bilinmemektedir ve alkol el jellerine
eklenen diger bilesiklere atfedilebilen ACD olduk¢ca nadirdir. Bu, saglik
profesyonellerinin 10 yil boyunca iiriine herhangi bir alerjik reaksiyon bildirmeden
ticari alkol bazli el dezenfektanmi rutin olarak kullandig Isvicre'deki biiyiik bir

hastanenin deneyimiyle kanitlanmustir [81].

Bu zamanlarda, COVID-19'un yayilmasina kars1 etkili koruma saglamak ve
olumsuz cilt reaksiyonlar: riskini azaltmak i¢in el yikama aligkanliklarimizi uyarlamak
cok Onemlidir. Bu dogrultuda asagidaki koruyucu Onlemleri almayi ¢ok faydali

buluyoruz [82].

1. DSOniin o6nerdigi gibi, Ozellikle halka acik alanlarda bulunduktan sonra,

yemeklerden dnce, 6ksurdikten veya hapsirdiktan sonra ve sonrasinda eller en az 20
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saniye boyunca 1lik su ve sabun kullanilarak iyice (twrnaklar, interdigital aglar, bilekler

dahil) yikanmalidir.

2. Yikandiktan sonra, cildi fiziksel tahrise neden olmadan hafif manevralarla ellerinizi

durulamanizi Oneririz.

3. El temizliginden sonra nemlendirici cilt bakim drinleri uygulamak, cildi nemli
tutmak ve daha fazla anormal cilt reaksiyonunu 6nlemek i¢in en dnemli adimdir. Bu
nemlendirici Grinler, ozellikle el yikamadan hemen sonra, gunde birka¢ kez bolca

uygulanmalidir.

4. Nemlendiricilerin birka¢ alt tiri vardwr, ancak nemlendiricilerin tikayict
yumusaticilarla birlestirilmesinin cilt bariyerinin kalitesini verimli bir sekilde
tyilestirdigi biiyiik 6lctide belirtilir. Hiimektanlar (6rnegin, topikal iire, propilen glikol)
cevreden ve derinin daha derin katmanlarindan suyu stratum corneum'a gekebilir.
OkKluzif yumusaticilar (6rnegin petrolatum bazli iriinler, lanolin, mineral ve bitkisel
yaglar, mumlar) su kaybin1 dnler ve tahrisi giderir. ikisinin kombinasyonu, korneum

seviyesinde suyu cekmek ve yalitmak ve cildi yatistirmak igin faydahidir.

5. Kalin yagli kremler ve merhemler (6rnegin, petrol jolesi), losyonlara gore kseroza
kars1 daha yiiksek koruma saglar. Temas hassasiyeti riskini azaltmak i¢in kokusuz ve

hipoalerjenik Urlnler kullanilmasi siddetle tavsiye edilir.

6. Sabun ve su bulunmadiginda, CDC alkol bazli el dezenfektanlarin (en az %60 alkol
iceren) kullanilmasmin virdsi yok etmek icin etkili bir alternatif oldugunu
Onermektedir. Bunlar tahris edici olabileceginden, cildin hemen ardindan
nemlendirilmesi  6nemlidir. Sonrasinda nemlendirici  krem sirmek bu tip

dezenfektanlarin 6zelliklerine ve etkinligine hicbir sekilde miidahale etmez.

7. Koruyucu eldivenlerle ¢alisan kisilerin eldivenlerini her c¢ikardiklarinda ellerini
yikamalar1 ve nemlendirici stirmeleri siddetle tavsiye edilir. Ayrica nemi azaltmak i¢in

sistematik olarak degistirilmeli ve sadece kuru ellere uygulanmalidur.

8. Kolayca tahris edici dermatit formlar1 gelistiren ¢ok hassas cilde sahip kisiler icin,
inflamasyonun  belirti ve semptomlarmi1 azaltmak ic¢in kisa slreli topikal
kortikosteroidler kullanilabilir [83,84].
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2.10. Deriye Uygulanan Kremler

Kremler, deri lizerinde kolay uygulanabilmeleri ve uzaklastirilmalari nedeniyle
cok eski zamanlardan beri topikal preparatlar olarak kozmetik drlnlerin énemli bir
pargast olarak kabul edilmistir. Kozmetik amacgh olarak, farmasotik kremler
temizlemek, giizellestirmek, goriinimiinii degistirmek, nemlendirmek vb. i¢in kullanilir.
Kesik, yanik ve cilt yaralarimi iyilestirmenin yani swa deriyi bakteri ve mantar
enfeksiyonlarmdan koruma gibi ¢esitli uygulamalar1 vardir. Insan derisi ok hassastir,
ancak kendini iyilestirme yetenegine sahiptir. Bununla birlikte, dogal iyilesme siireci
zaman alabilir ve Ozellikle bir yaralanmanin erken evrelerinde enfeksiyon riski de
vardir. Bu gibi durumlarda iyilesme siirecini hizlandirmak ve yarayr enfeksiyondan
korumak igin yarali bolgeye ilagli kremler strtilebilir [85].

"Kozmetik™ kelimesi, suslemek anlamma gelen Yunanca "kosmasticos"
kelimesinden tiiretilmistir. O zamandan beri, kisinin goriiniimiinii giizellestirmek veya
gelistirmek i¢in kullanilan herhangi bir malzemeye kozmetik denir [86].

Kozmesotikler ve ya “aktif kozmetikler” olarak tanimlanan Grlnler ise,
kozmetiklerle ilaclar arasinda genis bir yelpazeye girer. Kozmesotikler, deri ve deri
eklerinin yap1 ve fonksiyonlarmi biyofizyolojik etkiyle olumlu ydonde degistirmek

suretiyle kozmetik etki gosteren preperatlardir [87].

Dermokozmetik, gunimizde ¢esitli cilt bozukluklarmmn bilimsel tedavisinde
kozmetik kullanan bir dermatoloji dalidir [88]. Dermokozmetik kapsaminda bulunan
iirtinler ilag olarak tanimlanamaz. Dermokozmetik {iriinlerinin amac1 dogal bilesenler ile
cilt hastaliklar1 durumunu yavaslatmak, hastalifa neden olacak etkenleri dogal yollarla
cozmek olsa da ilaglar gibi hizli bir etki saglamadiklar1 icin ila¢ sinifinda

bulunmamaktadir [89].

2.10.1. Krem formiilasyonlari

Kremler s/y veya y/s tipte olup, bir dizi kozmetik islevin yani sira temizleme,
giizellestirme, estetigi iyilestirme, koruma ve tedavi etme islevleri i¢in kullanilir. Bu
topikal formilasyonlar ilag endustrisinde  gelistirilen stratejiler  kullanilarak
olusturulduklar1 i¢in saglikl {iriinler olarak smiflandirilir. Gelistirilen kremler bitkisel
veya tibbi desteklidir ve insanlar bunlar1 deri problemlerini tedavi etmek i¢in kullanir

[90]. Uygun bir baz i¢inde ¢oziilmiis veya dagilmis bir veya daha fazla ilag maddesi
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icerirler. Kremler, faz bazinda y / s veya s / y tipi emilsiyonlar olarak smiflandirilabilir

[91].

Kremlerinin Gretiminde kullanilan hammaddeler sunlardir

>

Su: Bu, herhangi bir krem formiilasyonunda en 6nemli ve yaygin olarak
kullanilan bilesendir. Bunlar en ucuz ve en kolay bulunabilenlerdir. Kremdeki
diger bilesenleri ¢cozmek icin ¢dziicu olarak su kullanilir. Su toksinler,
Kirleticiler, bakteriler ve daha fazlasini icermez. Su ayrica emilsiyonlar da
olusturabilir, bu formiilasyonda kullanilan su miktarina baghdir ve bazen su
icinde yag emiilsiyonu ve bazen de yag ve su fazlarinin miktarina bagl olarak su
icinde yag emulsiyonu olarak anilir [92].

Yag, ve mumlar: yaglar ve mumlar kremlerin 6nemli bir boliimiinii olusturur.
Yaglar koyulastiric1 gorevi gorir, mumlar bir emulgator gorevi gorr.

Mineral yag: Mineral yag berrak, kokusuz ve agir rafine yagdir ve kozmetikte
yaygin olarak kullanilir. Mineral yag katilasamaz ve derinin gdzeneklerini
tikayamaz, nadiren alerjik reaksiyonlara neden olur ve viicuttan su kaybini
azaltmaya yardimci olur, viicudu nemli tutar.

Gliserit yagi: Gliserit yagi cogunlukla bitkisel yaglardir. Gliserit yaglarma 6rnek
olarak, hindistancevizi yagi, arakis yagi, badem yagi, hint yagi vb verilebilir.
Bitkisel yag: Derinin yiizeyinde bir bariyer olusturur ve su kaybini azaltir, cildin
dolgunlugunu korumaya yardimei1 olur. Ornegin avokado yagi, badem yag1, vb
[93].

Lanolin: Bir koyunun yiin yagindan elde edilir. Bu bilesenler cilt ylizeyinde bir
yaglayict gorevi gorir ve bu da cilde pirizsiz ve yumusak bir goérinim
kazandirir. Lanolin, emiilsiyon olusturmaya yardime1 olur ve kozmetik ve kisisel
bakim tirtinlerinde kullanilan diger maddelerle iyi karisr.

Renkler: Modern teknolojinin gelismesinden 6nce, renkler oncelikle dogada
bulunan zerdegal, safran, ¢ivit vb. maddelerden geliyordu. 19. yiizyildan sonra
laboratuvarda renkler iiretildi ve daha fazla renk yogunlugu ile ¢cok daha kararh
oldugu tespit edildi.

Nemlendiriciler: Bunlar ¢ogu cilt bakim formiilasyonunda yer alan ¢ok 6nemli

fonksiyonlu bilesenlerdir. Nemlendiriciler hidroskopik organik bilesiklerdir.
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> Bunlar nemi tutabilen ve ya emebilen malzemelerdir. Nemlendiricinin érnekler
betain, sodyum PCA, Sodyum-L-Laktat vb.

> Parfiimler: Parfiim, hos ve tath bir koku da dahil olmak iizere bir koku veya
diizen veren bir maddedir [94].

> Vitaminler: Vitaminler tim derinin ve vicudun fizyolojik fonksiyonunun
korunmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. A, B, C, E vitaminleri vb. genellikle
kremlerin formilasyonunda kullanilir.

> Koruyucular:  Depolama, sevkiyat ve tlketici kullanimi  sirasinda
kontaminasyonun ve mikroorganizma neden oldugu degisiklikleri onlemek icin
kozmetikte koruyucularm kullanilmasi esastir. Antioksidanlar, oksijene maruz

kalmanim neden oldugu degisiklikleri korumak icin de kullanilabilir [95].

2.10.1.1. Y/S emdlsiyon kreminin hazirlanmasi

Yagda ¢6ziinen ve emiilgatorler, bir kap i¢indeki bir su banyosunda karistirilir.
Koruyucular ve suda ¢ozinur bilesenler, ayr1 bir su kabina eklenir. 75 ° C'de eritilir
.Yag fazi isitildiktan sonra bir havana konur ve su fazi yavas yavas ilave edilerek tik
sesi gelene kadar ezilir . Son olarak, sicaklik sogudugunda, parflim maddeleri veya

koruyucular eklenir. Bu preparatta, su igerigi yagdan daha fazla olacaktir [96].
2.10.1.2. S/Y emulsiyon kreminin hazirlanmas

Yagda ¢Ozilinen bilesenler ve emiilgator bir beherde alinir ve 75 © C'de eritilir ve
baska bir beherde su ve suda ¢oziinen bilesenler alinir ve 75 © C'de eritilir. Eritildikten
sonra, havaneli icinde su fazi alinir ve yavasg¢a yag fazi eklenir ve tiklama Sesi
duyulana kadar 6giitiiliir.. Bu preparatta su fazi1 daha az, yag faz1 daha fazla olacaktir

[97].

2.10.1.3. Kremlerde yapilan karakterizasyon ¢alismalart

1.pH tayini: Kremin pH degeri oda sicakliginda bir ¢ozicu ile seyreltilmis yeterli

miktarda formulasyon kullanilarak standart bir dijital pH metre ile dl¢tlebilir.

2.Viskozite: Formile edilmis kremlerin viskozitesi Brookfield Viskozimetresi

kullanilarak belirlenebilir.
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3.Homojenlik: Formiilasyon, gorsel goriiniim ve dokunma ile homojenlik agisindan

test edilmistir.

4. Boya testi: Kirmiz1 boya krem ile karistirilir. Bir slayda bir damla krem koyun ve
bir kapakla ortiin ve mikroskop altinda inceleyin. Dispersiyon kiiresi kirmizi ve zemin

renksiz gorundyorsa y/ s tipindedir ve ters durums/ y tip kremlerde goralar.

5.Fiziksel goriiniim: Kremin fiziksel goriiniimii rengi, piiriizlilligi ve dokusu ile

belirlenir.

6. Stabilite calismasi: Bu ¢alisma, hazirlanan iiriin iizerinde ICH yonergelerine gore

yapilir [98].

2.11. Tasiyic Sistemler

2.11.1. Emulsiyonlar

Kozmetikte kullanilan farkli emulsiyon dagitim sistemleri sunlardir:
«Mikroemlsiyonlar;

«Swvi kristaller;

«Coklu emtilsiyonlar;

«Nanoemilsiyonlar;

2.11.1.1. Mikroemdlsiyonlar

Mikroemulsiyonlar seffaf (veya yari saydam), kararl, ylzey aktif madde
molekiillerinden olusan bir ara ylizey filmi ile stabilize edilmis ve <100 nm ¢apa sahip
su ve yag dispersiyonlaridir. Mikroemiilsiyon olusumu ¢ogunlukla {i¢ ila dort bilesenin
bir kombinasyonunu igerir — yag, su, yiizey aktif madde/maddeler ve yardimei yiizey
aktif madde/maddeler [99].

2.11.1.2. S kristaller
Swvi kristal faz tamamlanmamis bir erime durumunu temsil eder ve
termodinamik olarak kararlhidir . Siv1 kristaller esasen iki siniftan olusur — liyotropik sivi

kristaller ve termotropik sivi kristaller (smetik ve nematik tip). Sivi kristaller,
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emiilsiyon damlaciklar1 etrafinda ¢ok tabakalar olusturarak van der Waal'in enerjisini
azaltir ve emiilsiyon stabilitesini artiran viskoziteyi arttirir. Bu tabakalar, birlesmeye

karsi reolojik engeller olarak hareket eder [100].

2.11.1.3. Coklu emulsiyonlar

Coklu emiilsiyonlar, dagilmis fazin globiillerinin, ¢ogu durumda siirekli faz ile
aym olan daha kiicik damlaciklar1 kapsiilledigi emiilsiyonlardir. Iki ana ¢oklu
emiilsiyon tiirii, i¢ ve dig sulu fazlarin bir yag tabakasi ile ayrildigi s/y/s ve suyun iKi
yag fazini ayirdigi y/s/y'dir. Kozmetikte en yaygin kullanilan tip s/y/s'dur. Kozmetikte,
uzun siireli cilt nemlendiricileri,siirekli salimli aerosol kokular1 ve hassas biyolojiklerin
korunmasi, parfumler i¢in kisisel bakim formiilasyonlari, vitaminler,cilt lipidleri ve

serbest radikal suptriciler hazirlamak istendiginde ¢oklu emulsiyonlar yararhidir [101].

2.11.1.4. Nanoemdulsiyonlar

Nanoemulsiyonlar, aktif olan farmasotik bilesenlerin verilmesini iyilestirmek
amaciyla 0Oretilen nano boyutlu emiilsiyonlardir. Nanoemilsiyonlar, iki karismaz
sivinin, bir emiilsifiye edici madde, yani yiizey aktif madde ve yardimci ylizey aktif
madde vasitasiyla tek bir faz olusturmakla karistirildigi termodinamik olarak kararlh
izotropik sistemlerdir. Nanoemulsiyonun damlacik boyutu tipik olarak 20-200 nm
araligindadir [102].

2.12. Postbiyotik ve Cilt Tliskisi

Insan derisinde bulunan cogu mikroorganizma insan saglig: icin tehlikeli
degildir.Bazilar1 cilt saghgt igin bile gereklidir. Antibakteriyel maddeler salgilarlar,
cildin patojenik kolonizasyonunu onlerler ve bagisikligini etkilerler.Mikroorganizmalar
"giinesteki yeri" icin siirekli olarak rekabet ederler ve cildin daimi sakinlerinin yasam
alanlarmi "yabancilarin" yasamalarina izin vermemeleri, hastaliklara karsi korunmanin
en onemli ve etkili yollarindan biridir .Son arastirmalar, dis etkenlere ragmen insan

derisinin saglikli mikrobiyomunun uzun sire stabil oldugunu kanitlamistir [103].

Bir GUrlnin probiyotikli olarak kabul edilebilmesi i¢in ii¢ temel 6zellige sahip

olmasi gerekir:
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1. Sus(lar), amaglanan kullanima dahil edilmeleri igin, genetik ve fenotipik
olarak ve hakemli makalelerde yaymlanan belgelenmis deneylere dayali olarak verilen

bir gerekce dahil olmak izere karakterize edilmelidir.

2. Uriin, istenen hedef bolgeye bir fayda saglamak icin drinin Klinik
caligmalarda gosterildigi zamana esdeger, kullanim sirasinda Yyeterli canli

mikroorganizma igermelidir.

3. Teslim yontemi, dozaji ve kullanim sUresi, amaglanan alic1 insanlarsa,

insanlardaki bilimsel kanitlara dayanmalidir.

Icerikler iizerinde yapilan arastirmalar: takip etmek imkansiz hale geldiginden,
urin etiketinde gerilim tanmmlarinin belirtilmemesi, potansiyel kullanicilarin igini
zorlastirmaktadir. Dozajlar etiketlerde nadiren belirtilir ve bazi Urinler yalnizca
filtrelenmis ekstraktlar veya fermentler veya parcalanmis bakteriler igerir, bu da canh
mikroorganizmalarm bulunmadigi anlamma gelir: bu nedenle {iriin probiyotik degildir

ve terim kullanilmamalidir.

Kuzey Amerika'daki iki biyuk kozmetik perakendecisinin web sitelerinde
yapilan bir arastirma, probiyotik igerdigi iddiasiyla en az 50 0rtnin halihazirda

ticarilestirildigini ortaya ¢ikardi [104].

Cizelge 2.2. Probiyotikli kozmetik trtinler ve mikroorganizma icerikleri [105].

Numara Urin ismi Icerikleri

1 Balsam Lactococcus ferment lizatt

2 Balsam Lactobacillus ferment

3 Temizleyici Bifida ferment lizat1

4 Temizleyici Lactobacillus ferment

5 Temizleyici Bifida ferment lizat1

6 Krem Lactobacillus ferment, Lactococcus ferment lizati, Bifida ferment lizat: ,

Lactobacillus

7 Krem Bifida ferment lizat:

8 Krem Lactobacillus ferment

9 Krem Bacillus pihtilagtiricilar

10 Krem Lactococcus ferment lizati
11 Krem Lactobacillus ferment lizatt
12 Krem Bifida ferment lizat:
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Cizelge 2.2. (Devam) Probiyotikli kozmetik Griinler ve mikroorganizma igerikleri [105].

13 Deodorant Saccharomyces ferment filtrat:

14 Fonddten Lactobacillus ferment

15 Fonddten Lactobacillus

16 Fonddten Lactococcus ferment lizatt

17 Gel Lactococcus ferment lizatt

18 Gel Lactobacillus, Lactococcus ferment ekstrakti

19 Gel Leuconostoc ferment filtrati

20 Gel Lactococcus ferment lizatt

21 Gel Lactobacillus, Greek yogurt, yogurt, yogurt pudrasi

22 Maske Lactobacillus, Greek yogurt, yogurt, yogurt pudrasi

23 Maske Bifida ferment lizati

24 Maske Lactococcus ferment lizati

25 Maske Lactobacillus ferment

26 Maske Lactobacillus ferment, Lactococcus ferment lizati, Bifida ferment lizat1 ,
Lactobacillus, Streptococcus termofil ferment

27 Eksfoliant Lactobacillus ferment

28 Eksfoliant Lactococcus ferment lizati

29 Baz Saccharomyces ferment filtrati

30 Eksfoliant Lactobacillus ferment lizat1, Leuconostoc ferment filtrati

31 Eksfoliant Saccharomyces ferment filtrati

32 Eksfoliant Lactobacillus ferment lizat1, Leuconostoc ferment filtrat

33 Serum Lactococcus ferment lizati

34 Serum Lactobacillus ferment, Lactococcus ferment lizati, Bifida ferment lysate ,
Lactobacillus, Streptococcus termofil ferment

35 Serum Lactobacillus bulgaricus ferment filtrati

36 Serum Lactobacillus ferment ekstrakti

37 Serum Bifida ferment lizat:

38 Serum Lactobacillus

39 Sabun kalib1 | Bifida ferment lizati, Yogurt
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Cizelge 2.3. Piyasadak: Grinleri [106]

Piyasadaka Uriinler
Biossance Squalane + Probiyotik Jel Nemlendirici
Neogen dermalogy Probiotics Cift Etkili Serum
Elemis Dynamic Resurfacing Yz pedleri
Tom's of Maine Prebiyotik Bar Sabunu
Missha Time Revolution The First Treatment Essence Rx
Eminence Organik Cilt Bakimi Seffaf Cilt Probiyotik Maske
Manyo Fabrikas1 Bifida Kompleks Ampul
LaFlore Probiyotik Konsantre Serum
Marie Veronique Pre
Columbia Skincare Probiyotik Konsantre

Glowbiotics HydraGlow Krem Yag:

2.12. Kolostrum Nedir?

Kolostrum, yenidoganin dogumundan sonra iiretilen, 2-4 giin siire ile salgilanan
anne sutuddr. Kolostrum anne sitinin ¢ok 6nemli bir pargasidir ve bagisiklik
sisteminde bulunan blylme faktorleri ve diger koruyucu faktorleri yavruya
gecirmektedir [107].

Kolostrum, bilinen en gii¢lii dogal bagisiklik gii¢lendiricidir. Bilesiminde siitten
daha fazla protein, immiinoglobulin (Ig), protein dis1 azot, yag, kiil, vitamin ve mineral
iceren Onemli bir besin kaynagidir. Baz1 vitaminler plasental bariyeri gecemedigi i¢in ,
kolostrum dogumdan sonra emzirme ile bu besinlerin gegisini saglayan birincil
kaynaktir [108].

Kolostrum zengin bir besin kaynagidir ve belirli islevler icin gerekli olan birkag
biyolojik olarak aktif molekiil igerir. Hiicre biiyiimesini ve doku onarimini arttirirken
bagisiklik  sistemini  yeniden yapilandirmaya yardimct olma  potansiyeline
sahiptir. Kolostrum, saghgi koruyan ve  gelistiren  olaganiistii ~ bir  besin
takviyesidir. Kolostrum turevlerinin arzu edilen 6zellikleri, olumlu etkileri arttirmak
icin konsantre edilebilir. Kolostrumun etkili fraksiyonlarini probiyotik laktik asit

bakterileri ile birlestirmek mimkin olabilir [109].
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2.13. Laktobasiller

Laktobasiller, Lactobacillaceae familyasina ait olan katalaz negatif, gram pozitif,
mikroaerofilik veya fakiltatif anaeorob mikroorganizmalardir. Cogu tlr( basildir.
Insanlarin normal bagirsak florasinda da yer almakta olan Laktobasilluslar probiyotik
urunlerde siklikla kullanilmaktadir. Sut fermantasyonunu saglayarak ¢oklu sayida
fermante siit tirtiniinii olustururlar., Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus ve Lactobacillus reuteri bu grupta yer
alan probiyotiklere érneklerdir [110].

Lactobacillus bakterilerinde hiicre duvarinda 20-40nm kalinhiginda su,
metabolitleri ve mineral maddeleri gecirebilen peptidoglikan bir tabakaya sahiptir. Bu
duvar ayni zamanda c¢ogalma ve azotlu maddelerin parcalanmasinda rol alan proteaz

enzimlerine sahiptir [111].

2.14.1. Lacticaseibacillus rhamnosus

Lacticaseibacillus rhamnosus , Lactobacillaceae familyasindan olan, sinonimi
Lactobacillus rhamnosus olarak da bilinen, gram pozitif, homofermentatif, faktltatif
aerobik, sporsuz, cukuk seklinde bir bakteridir. Izolasyon ortamlar1 ok faklilik
gostermekle birlikte, siit iirlinleri, fermente et, balik, sebze, hububatlar, insanlardan ise
oral, wvajinal ve intestinal ortamlar bunlarin basinda gelmektedir [112].
Lacticaseibacillus rhamnosus gastrik pH ve safrada yasama,gogalma ve bagirsak
hiicrelerine baglanma yetenegi sayesinde 1989 yilinda patenti alimmis Lactobacillus
cinsinin ilk susudur. Ek olarak, LGG hem mukozayr mekanik olarak koruyabilen
biyofilm olusmasmi indUkleyebilir hem de bagirsak kriptinin kaliciligini artirarak,
bagirsak epitelinin apoptozunu azaltarak ve bagirsak biitiinliigiinii koruyarak bagirsak

icin faydali olan gesitli ¢ozunur faktorleri indikleyebilmektedir [113].

Lactobacillus rhamnosus asit ve safra direnci, iyi biylime 6zellikleri ve bagirsak
epiteline yapisma yetenegi nedeniyle potansiyel bir probiyotik sus olarak da
tanimlanmistir [114]. O zamandan beri, ticari olarak temin edilebilen ¢ok c¢esitli
probiyotik iiriinlerde kullanilan en ¢ok caligilan probiyotik suslardan biri olmustur. Bu
susun faydali etkileri, klinik deneylerde ve insan calismalarinda kapsamli bir sekilde
incelenmistir .LGG'nin genis bir ¢apta incenlemis olan temel 6zelliklerinden biri, in

vitronun yani sira insanlarda in vivo olarak belgelenen giicli bir yapisma kapasitesinin
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olmasidir. LGG diger probiyotik suslarla karsilastirildiginda, Lakcobacillus susuna ¢ok
Iyl yapisan bir mukus oldugu gosterilmistir. Oral olarak uygulanan LGG, yetiskin

insanlarda uygulamadan en az bir hafta sonra digkidan alinabilir [115].
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3. GERECLER

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler
Madde adi

Cutina MD
Lanetto O
Cutina AGS
Emulgin B1
IPM

Eutanol G
Parafin
Gliserin
Koruyucu (Nipagin M)
MgSQO4-7H20
Dehymuls F
Cetiol V
Vazelin
MRS(broth)
H20:

TSI

Metanol
Mutlak Alkol

MRS agar

MRS broth

Nutrient agar

Mueller hinton agar (MHA)
Mueller hinton broth (MHB)
Sodyum hidroksit

H2SO4

MTT
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Firma adi

Doga ilag/Tiirkiye
Doga ilag/Tiirkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Detsan/Turkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Doga Ilag/Tiirkiye
Merck/Almanya
Merck/Almanya
Merck/Almanya
Merck/Almanya
Merck/Almanya

Merck/Almanya

Merck/Almanya
Merck/Almanya
Merck/Almanya
Merck/Almanya
Merck/Almanya
Merck/Almanya

Merck/Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz adx
Buzdolabi

Distile su cihaz1
Etav

Hassas terazi
Mekanik karistirict
Manyetik karistirict
Mikropipet seti

pH metre
Reometre
Ultrasonik banyo
Vorteks karistirici
Steril kabin
ICP-OES
Sterilizator
Otoklav

Mikroskop
Santrifij

Texture analiz cihazi
Zetasizer

Trinokler inverted isik mikroskopu
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Firma adi

Arcelik/Turkiye

MilliQ Millipore, Fransa

Nive, FN 500/ Turkiye

Mettler AM 100/ ABD
IKA/Almanya

Jeiotech MS-53M/Giiney Kore
Eppendorf, Almanya

WTW Profi Lab. pH 597, Almanya
Brookfield DV-1l,Amerika

Elma T470/H/ Almanya

Jeiotech VM96B, Giiney Kore
Heraeus

Perkin EImer Model DV 4300/Kanada
NUVE

ALP

CXK41 Inverted Microscope
Eppendorf,Almanya

TAXT plusC/ingiltere

Nano Series, Almaniya

Olympus Corporation/Japon



4. YONTEMLER
4.1. Mikrobiyolojik Calismalar

4.1.1. Besi ortamlan ve kimyasallar

41.11. MRS agar

Besiyeri igerigi distile suda ¢ozildikten sonra, pH 5,4+ 0,2” ye ayarlanmis ve
121 °C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 4.1. MRS agar igerigi

MRS agar (Merck)

Diamonyum hidrojen sitrat 2 ¢

Dipotasyum hidrojen fosfat 2 g

Glukoz 20 g

Magnezyum silfat 0,2 g

Mangan sulfat 0,04 g

Et ekstraktt1 8 g

Pepton 10 g

Sodyum asetat 5 g

Maya ekstrakti1 4 g

Tween 80 1 mL

Agar 14 ¢

Distilesu1 L

4.1.1.2. MRS broth
Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,2+ 0,2’ye ayarlanmis, 1 mL
Tween 80 eklenmis ve 121°C’de 1,5 atm basmngta 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.

Cizelge 4.2. MRS broth icerigi

MRS broth (Merck)

Dipotasyum hidrojen fosfat 2 ¢

Glukoz 20 g

Magnezyum siilfat heptahidrat 0,2 g

Mangan stlfat tetrahidrat 0,05 g

Et ekstrakt1 8 g
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Cizelge 4.2. (Devam) MRS broth icerigi

Pepton 10 g

Sodyum asetat trihidrat 5 g

Triamonyum sitrat 2 g

Yeast ekstrakttt 5 g

Distilesu 1 L

4.1.1.3. Nutrient agar

Besiyeri icerigi distile suda ¢6zuldikten sonra, pH 6,8+ 0,2’ye ayarlanmis ve

121°C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 4.3. Nutrient agar icerigi

Nutrient agar (Merck)

Et ekstrakt13 g

Pepton 5g

Agar 159

Distilesu 1 L

4.1.1.4. Mueller hinton agar

Besiyeri igerigi distile suda ¢ozlldukten sonra, pH 6,8 + 0,2’ye ayarlanmis ve

121°C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 4.4. Mueller hinton agar icerigi

Mueller hinton agar (MHA) (Merck)

Sigir eti-kalp ekstrakt1 4 g

Kazein hidrolizat 17,5 g

Nisasta 1,5 ¢

Agar 17 g

Distilesu1 L

4.1.1.5. Mueller hinton broth

Besiyeri icerigi distile suda ¢Ozuldlkten sonra, pH 6,8 + 0,2’ye ayarlanmis ve

121°C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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Cizelge 4.5. Mueller hinton broth icerigi

Mueller hinton broth (MHB) (Merck)

Sigir eti-kalp ekstrakt1 4 g

Kazein hidrolizat 17,5 g

Nisasta 1,5 ¢

Distilesu 1 L

4.1.1.6. Fizyolojik tuzlu su icerigi
Fizyolojik tuzlu su ¢6zeltisi sodyum klorur steril distile su igerisinde ¢ozulerek

kullanilmastir.

Cizelge 4.6.Fizyolojik tuzlu su igerigi

Fizyolojik tuzlu su

Sodyum klorir 85 g

Distile su 1000 mL

4.1.1.7. Hidrojen peroksit tespiti icin standart ¢ozelti
0,1 mL saf (%35) hidrojen peroksit alnip distile su ilavesi ile 30 mL’ye
tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 mL baska bir erlene alinmis ve tekrar

distile su ile 30 mL’ye tamamlanmuistir.

4.1.1.8. Sodyum hidroksit ¢dzeltisi
Cozelti, sodyum hidroksitin distile su icerisinde cozllerek hazirlanmistir.

Molaritesi, ayarl hidroklorik asitle ayarlanmustir.

Cizelge 4.7. Sodyum hidroksit i¢cerigi

0,1M Sodyum hidroksit ¢ozeltisi

Sodyum hidroksit 4 g

Distile su 100 mL

4.1.1.9. H2SO;4 ¢ozeltisi

Saf stlfirik asitten distile su ilavesi ile 1N olacak sekilde ¢dzelti hazirlanmustir.
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Cizelge 4.8. H2SO4 ¢ozeltisi igerigi

IN H.SOs cozeltisi

Sulfirik asit 1,67 mL

Distile su 100 mL

4.1.1.10. McFarland standard:

Yukaridaki  ¢Ozeltiler  karistirildiginda  elde  edilen  bulanik  ¢Ozelti
spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda okunmustur. Bu dalga boyunda absorbans
degerinin 0,08-0,10 arahigina girip girmedigi kontrol edilmistir. Bu deger 0,5 Mc
Farland standardi olarak kabul edilmistir. Standardin bulanikligi ile bakteri
stispansiyonlarinin bulaniklig1 ¢iplak g6z ile karsilastirilarak ayarlanmistir. 0,5 Mc
Farland standardi, mL’de 10® bakteri yogunlugunun bulanikligma karsilik gelmektedir
[116].

Cizelge 4.9. McFarland standardi icerigi

McFarland standardi

BaCl, (%1,175, 0.048 M) 0,50 mL

H2S04 (%1, 0.18 M) 99,5 mL

4.1.1.11. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromdar) ¢ozeltisi

0,5 g 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (Sigma) tartilip
steril 100 mL fosfat tamponu i¢inde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu stok ¢ozelti -20°C
saklanmustir. Stok c¢Ozelti 1/10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. CoOzelti her

calisgmadan Once taze hazirlanmistir. Sitotoksik aktivite testlerinde kullanilmustir [117].

4.1.2. Kolostrum érneginin temini

Kolostrum ornegi; Afyonkarahisar Sandikli Resadiye Koyii’'nden besi
hayvancilig1 ile beslenen sigirdan, dogum sonrasi 6 saat icerisinde almmistir. Alinan

kolostrum 6rnegi laboratuvara ulastirilincaya kadar -20 °C* de muhafaza edilmistir.

4.1.3. Kolostrumdan laktobasil izolasyonu

Kolostrum 6rnegi, oda 1sisinda ¢oziindiikten sonra, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32

oranlarida fizyolojik tuzlu su ile bir seri diltisyon yapilmistir. Diliisyon yapildiktan
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sonra, her bir dillisyon tiipiinden 1 mL alinarak, MRS agar besiyeri bulunan petrilere
yayma ekim yapilarak ekilmistir. Ekim yapilan petriler aerob kosullarda 37°C’de 48
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi petrilerde gelisen koloniler incelenmistir.
Ureme goriilen petrilerde morfolojik olarak birbirinden farklilik gosteren koloniler
secilip, saf kulttr elde etmek amaciyla tek koloni ekimi ile ayn1 besiyerini igeren yeni
bir petriye ekilerek 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Saf olan kiiltiirler stoklanmuistir.
MRS agardan izole edilenler %20 gliserol iceren ependorfa alinmis ve - 85°C’de

stoklanmistir.

4.1.4. Tzole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmalar

Saf kultirlerden izole edilen mikroorganizmalarin, Oncelikle gram boyamalar1
ve katalaz testleri yapilmistir. Gram pozitif, katalaz negatif bakteri izolatlari, laktik asit
bakterisi olarak ayrilmistir. Daha sonra pH’s1 5.5 olan MRS agar da en iyi gelisen sus

secilmistir.
4.1.5. Gram boyama yontemi

Gram boyama, bakterileri hiicre duvarlarinin yapisindaki farkililiklara dayanarak
bakterileri Gram pozitif ve Gram negatif olarak aymrmamizi saglayan bir yontemdir.
Gram boyama sonucunda mikroskop altinda mavi-mor gortinen bakteriler Gram pozitif;
pembe-kirmiziya boyananlar ise Gram negatif olarak degerlendirilir. Gram-pozitif
bakterilerin hiuicre duvar1 yapisinda ki peptidoglikan tabaka kalin, Gram negatif
bakterilerin hiicre duvar yapisindaki peptidoglikan tabaka incedir ve Gram pozitiflerden
farkli olarak LPS (Lipopolisakkarit) tabakasi bulunmaktadir. Boyama isleminin
yapilabilmesi amaciyla, izolatlar MRS agar besiyerinde ¢ogaltilmis ve boyamada 18 —
24 saatlik taze kiiltiirler kullanilmstir. Ik dnce preparat hazirlanmistir. Temiz bir lam
yiizeyine 1 damla distile su konmustur. Kat1 besiyerinde cogaltilan mikroorganizma
orneginden 6ze yardimiyla bir miktar almip, distile su icerisinde dagitilip, biinzak bek
alevinde kurutularak bakterilerin fikse olmasi saglanmistir. Kuruyan preparatin lizerine
kristal viyole damlatilip 1 dakika bekletilmistir. Siire sonunda lam distile suyla yikanip,
iizerine lugol damlatilip yine 1 dakika bekletilmistir. Sonrasinda yine preparat suyla
yikanip, iizerine alkol dokiiliip, dekolorizasyon islemine gecilmistir. Burada preparat
10-15 saniye %95°lik alkol ile muamele edildikten sonra preparat suyla yikanip iizerine

bazik fuksin boyasi damlatilmistir ve 30 saniye bekletilmistir. Siire sonunda preparat
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suyla yikanip, kurutma kagidiyla kurutularak mikroskopta incelenmistir. Gram pozitif
kontrol o6rnegi olarak Staphylococcus aureus, Gram negatif o6rnegi olarak da
Escherichia coli bakterisi kullanilmistir. Preparatlar 151k mikroskobunda (Leica DM500)
immersiyon yagi kullanilarak 100’liik objektifte mevcut renk ve bakteri morfolojileri
incelenmistir. Inceleme sonrasinda mor renge boyanan bakteriler Gram pozitif, pembe

renge boyanan bakteriler ise Gram negatif olarak degerlendirilmistir [118].

4.1.6. Katalaz testi

Bakterilerde katalaz enziminin varligmm ya da yoklugunun arastirilmasini
saglayan katalaz testi, hidrojen peroksitin bu enzim yardimiyla su ve oksijene ayrilmasi
temeline dayanmaktadir. Bu amagla kultirler MRS agar besiyerinde gelistirildikten
sonra, Oze ile kiiltiir 6rnegi lam yiizeyine alinip tizerine %3’lik H2O> damlatilmistir.
Staphylococcus aureus test sirasinda pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Gaz ¢ikisinin
oldugu kiiltiirler katalaz pozitif, gaz ¢ikisinin olmadig: kiiltiirler ise katalaz negatif

olarak degerlendirilmistir [119].

4.1.7. 16S rRNA dizi analizi ile genotipik karakterizasyonlarin belirlenmesi

Secilen izolatin tanimlanmasi amaciyla 16s rRNA dizi analizi yapilmistir. Bu
amacla sivi besiyerinde hazirlanan gecelik Kultir kullanilmistir. izolatin  DNA
izolasyonu icin EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon Kiti
kullanilmistir. Elde edilen DNA’nin saflik ve miktar analizleri i¢in Thermo Scientific
Nanodrop 2000 spektrofotometrik 6lgim yapilmistr. 8 F ve 1387 R primeleri
(Universal primerler) ile tir tayini icin hedeflenen gen bdlgeleri PCR kullanilarak

cogaltilmistir. Bakteri izolasyon protokolii asagidaki gibidir.

Bakteri DNA izolasyon Protokoli

1- 1,5 ml ependorf tlipte karistirlir.

A- 100 pl 1 gece inkiibe edilmis bakteriyal kiltir 200 pl Lyse BG buffer
B-Petriden bakteriyal koloni alinarak 300 ul LYSE BG icerisinde stispanse edilir.

C- 0.1-1.5 ml 1 gece inkube edilen bakteriyal kilttr santriftij edilir ve olusan pellet 300
ul Lyse BG bufferda suspanse edilir.
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2- 50 ul BL ve 2 ul RNase A eklenir ve 3 dakika karistirilir (pipetleme veya vortex ile)
3- 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilir

4- 15 pl Proteinaz K ilave edilir. Birkag defa karistirilir ya da voreteks ile 3 dakika

karigtirilir.
5- 55 °C’de 30 dakika inkube edilir.

6- 350 ul Sol BG ilave edilir. Birka¢g defa karistirilir ya da voreteks ile 3 dakika

karistirilir.
7- 55 °C’de 30 dakika inkibe edilir.

8- Lizat 2 dakika 11.000xg’de santrifiij edilir ve supernatant kismindan 600 ul DNA

binding spin kolona aktarilir ve collection tlipln Gsttine konulur.

9- 1 dakika 11.000xg’de santrifuj edilir. Collection tlp bosaltilir ve spin-kolon tekrar

collection tupune konulur.

10- Kalan lizat spin-kolona ilave edilir ve 1 dakika 11.000xg’de santrifiij edilir.

Collection tip atilir ve spin kolon yeni bir collection tipun Ustiine konulur.

11- 450 ul Wash BGX buffer eklenir ve 11.000xg’de 1 dakika santriftj edilir.

12- collection tiipteki sivi bosaltilir ve spin-kolon tekrar collection tuptn Gstlne konur.
13- 450 pl Wash BGX buffer eklenir ve 11.000xg’de 1 dakika santrifij edilir.

14- collection tupteki siv1 bosaltilir ve spin-kolon tekrar collection tiipln Ustiine konur.

15- Wash BGX buffer1 tamamen uzaklastirmak igin tekrar 11.000xg’de 1 dakika

santrifiij edilir.
16- spin- kolon yeni temiz bir tipe alinir (1,5-2 ml) ve 50-100 pl elisyon buffer eklenir.

e Ellsyon tamponunun dogrudan reginenin merkezine eklenmesi DNA verimini
artirir. DOndiirme stitunlar1 arasinda DNA izlerinin aktarilmasini 6nlemek i¢in

mikro pipetle spin-kolon duvarlarina dokunmayin.
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e Membrandan genomik DNA'nin eliisyonunun etkinligini arttirmak i¢in, Eliisyon

tamponu 80°C'lik bir sicakliga sitilabilir.
17- 2dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

18- 1 dakika 11.000xg’de santriftj edilir.

19- Spin-kolon atilir ve tiip daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere 2-8 °C’de

ve/veya -20 °C’de saklanir.

Elde edilen genomik DNA, kalip DNA olarak kullanilarak 16S rRNA gen bolgesi i¢in
PCR kurulmustur. Bu amagla 8F= AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ve 1387R =
GGGCGG WGTGTACAAGGC evrensel primerleri  kullanilmigtir.  Reaksiyon
bilesenleri olarak, 10X TaqBuffer (+KCI-MgCl), 2,5 p L; 25 mM MgCI2, 25 u L; 2,5
mM dNTP mix, 2,5 p L; 2,5 mM 27F primer, 2,5 u L; 2,5 mM 1492R primer 2,5 u L;
Taq polimeraz (5 u/ p L), 0,25 p L; niikleaz icermeyen distile su, 11,75 p L; kalip DNA,
1 g L kullanilmustir. PCR isleminde, 6n denatiirasyon basamagi 94°C’de 3 dak.;
denatiirasyon basamagi 94°C’de 30 sn., baglanma basamagi 55°C’de 1 dak., uzama
basamag1 72°C’de 2 dak., 35 dongii; son uzama basamagi ise 72°C’de 5 dak. olarak
yapilmaistir.

Sanger dizileme ile elde edilen okumalar, bir konsensls dizi olusturmak amaciyla
kontig haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde BioEdit yazilimi iginde
CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir. Diziler NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (zerinden eslestirilerek en yakin tlr belirlenmistir.
[zolatlarin dizi analizleri, Microbiota Biyoteknoloji Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketine

hizmet alim1 yoluyla yaptirilmistir.
4.1.8. Antibakteriyal aktivite tayini

4.1.8.1. Agar kuyucuk diflizyon yontemi

Bu ¢alismada kolostrumdan izole edilen izolatin Staphlococcus epidermidis’e
kars1 antimikrobiyal aktivite varligi, agar diflizyon yodntemiyle arastirilmistir. Bu
amacla, izolat MRS broth ortaminda 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonrast MRS broth ortamina %1°’lik ekimleri yapilip tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda LAB’leri 5000 rpm.’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifij
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sonrasi sUpernatant kisimlar1  0,22um’lik  membran filtrelerden  gecirilmistir.
Staphlococcus epidermidis ise; Nutrient broth ortaminda aktiflestirilmistir. AKtif
kiltirlerin, %0,85’1lik fizyolojik tuzlu suda 0,5 McFarland bulanikligina gore
ayarlamalar1 yapilmigtir. Bulanikli§1 ayarlanan patojen kiiltiirden 0,1 mL kiiltiir 6rnegi
alinip, Mueller Hinton agar petriye yayma ekim teknigi kullanilarak yayilmistir. 30 dk
yayilan bakterilerin kurumasi beklendikten sonra petrilerin yizeyine steril mantar
deliciyle kuyucuklar agilmistir. Agilan her kuyucuga Mc Farland 5.0 ayarlanmis ve
1,5x10° koloni sayisma karsilik gelen filtre edilerek steril edilmis postbiyotik igeren
krem ve plasebo krem 6rnegi 100 pL eklenmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Testin sonucu, filtratin etrafinda zon olusup olusmamasina gbre ve zon gapinin

Olculmesine gore degerlendirilmistir [120]. Deney ¢ paralel olarak yapilmistir.

4.1.8.2. Mikrobroth dilisyon yontemi

Bu yontemde, mikroorganizmalarin test edilen kultlr sivisi 6zitlerine karsi
hassasiyetinin belirlenmesinde plastikten yapilmis “U” tipi cukurlara sahip 96
kuyucuklu plakalar kullanilmistir. Kullanilacak bakteri Nutrient Broth besiyerine
inokule edilmis ve 37°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. A1-All kuyucuklar1 arasinda
izolata ait edilerek steril edilmis postbiyotik iceren krem ve plasebo krem ornegi
baslangi¢ konsantrasyonu 10000 mg olan bir seri dilisyon yapilarak hazirlanmis
ornekler kuyucuklara konulmustur. Daha sonra her bir kuyucuga 100 pl Mc Farland
(0,5) olarak hazirlanmis Staphlococcus epidermidis siispansiyonu ve her bir kuyucugada
100 pl MHB besiyeri konulmustur. Her bir plakada bakteri siispansiyonu igermeyen,
krem i¢in kontrol kuyucugu ve krem icermeyen bakteriyal siispansiyon kuyucugu da
bulunmaktadir. Plakalar 24 saat 37°C° de inkibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklarda treme olup olmadigi hazirlanan MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolyum bromiir) ¢ozeltisi ile gozlenmistir. MTT hiicre zar1 ve duvarindan
gecebilen bir tuz tiirevidir. Uremenin oldugu kuyucuklarda mavi, iiremenin olmadig1
kuyucuklarda sar1 renk vermektedir. Uremenin olmadigi en son kuyucuktaki

konsantrasyon Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) degeri olarak belirlenmistir.

4.19. MTT yontemi HACAT hicre hattinda sitotoksisitenin belirlenmesi

MTT testi, ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanmis kolorimetrik bir testtir.
MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrozolyum bromiir; Thiazolyl blue), sar1

renkli olup hucrelere aktif olarak absorbe olur ve kultiir ortamindaki mitokondriyal
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aktivitesi devam eden canli hucrelerin kantitasyonunu saglar. Canli htcrelerin
mitokondrilerinde yer alan siiksinat dehidrogenaz enzimi, MTT boyasindaki tetrazolium
halkasin1 pargalar. Bunun sonucunda MTT, suda ¢oziinmeyen mor renkli formazana
doniisiir. Olusan bu formazan DMSO gibi bagka bir ¢6ziicii yardimi ile suda ¢oziinebilir

hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunur.

Bu amagla, HaCaT (Human adult Calcium high Temperature) (CLS, Almanya, No:
300493) olimsiizlestirilmis keratinosit hiicre hatti kullanilmistir. HaCaT hicre hatti
%10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM) besiyerinde %70-80 yogunluga ulasana kadar %5 CO2 ve %95 bagil nemli
inkiibatorde 37°C*“de inkiibe edilmistir Hiicreler Cedex, Roche hiicre sayim cihazinda
Tripan mavisi boyasi kullanilarak sayilacak, 96 kuyucuklu plakalara 5x10%/100 pL
olacak sekilde ekilmistir. 24 saat hucrelerin yapisabilmesi igin inkibe edilmistir.
Sonrasinda Mc Farland 5.0 ayarlanmis ve 1.5x10° koloni sayisina karsilik gelen, filtre
edilerek steril edilmis postbiyotik iceren krem ve plasebo krem &rnegi 62.5-1000
Hg/100 pL  konsantrasyonlarda HACAT hicrelerine uygulanmistir. 24  saat
inkiibasyondan sonra tim kuyucuklara 10 pL 5 mg/mL MTT boyasi ilave edilmis, 3
saat inkiibe edildikten sonra, besiyeri uzaklastirilarak, tizerine 100 pL DMSO eklenmis
ve 540 nm dalgaboyunda Cytation 3 cihazinda absorbans degerleri okunarak; hiicre
canlilig1 belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerleri % Excel programi kullanilarak
yiizdelik degerlere cevrilmistir. Ornek uygulanmamis kuyucuk kontrol, sadece besiyeri
uygulanan kuyucuk da negatif kontrol olarak degerlendirilmistir. Deneyler birbirinden

bagimsiz 3 farkli zamanda 7 tekrarli ¢alisilmustir.

4.2. Plasebo Krem Formilasyonu Hazirlanmasi

Ly formiliinde, faz I, 75 °C’ye getirilir ve 80 °C’ye getirilen faz 1l ile
soguyuncaya kadar karistirilir. Icerigindeki noniyonik yiizey etkin madde olan Emiilgin
B1’den dolay1 y/s tipi emiilsiyon olusturulmustur. Bu sebeple i¢ faz olan (yag faz1) Faz
I, dis faz olan (su fazi1) Faz II’ye ilave edilmistir. Analizleri yapilmak Uzere agzi kapali
tiplerde 4£1 , 25+1 ve 401 de saklanmistir. Bu kremde ikinci ayda mikrobiyal

ureme oldugundan ¢alismamiza L, formulasyonu ile devam edilmistir.
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Cizelge 4.10. L; formili

L1

Faz | Faz 11

Cutina MD 6g Gliserin 19

Lanette O 2g Distile su y.m 100g

Cutina AGS 4g

Emilgin B1 3¢

IPM 89

Eutanol G 5g

Parafin 59

Cizelge 4.11. L, formili

L2
Faz | Faz Il
Dehymuls F 8g Gliserin  3g
Cetiol V 8¢ MgS0,-7H,O 0.3g
IPM 15¢ Distile su y.m 100g
Vazelin  20g NipaginM 0.2 g
Parafin-kat1 5g

Faz I ve Faz II 75 °C’ye getirilir. Soguyuncaya kadar karistirilir. Igerigindeki
hem yiizey etkin madde, hem de kivam verici olan Dehymuls F’den dolay1 s/y tipi
emilsiyon olusmustur. Bu sebeple i¢ faz olan (su fazi) Faz 11, dis faz olan (yag fazi) Faz
I’e ilave edilmistir. Analizleri yapilmak (zere agzi kapali tiplerde 41 , 251 e
40£1 ’de saklanmistir. Lo formulasyonu ile devam etdigimiz ¢alismada kreme Nipagin

M koruyucu madde olarak kullanilmustr.

4.3. Postbiyotik I¢eren Formiilasyon Hazirlanmasi
4.2 de belirtilen L, formilinde distile suyu yerine bakteriden elde etdigimiz

supernetan kullanildi.
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Cizelge 4.12. Lz formili

Ls
Faz | Faz Il
Dehymuls F 8g Gliserin 3¢
Cetiol V 8¢ MgS0,-7H,O 0.3g
IPM 15¢g Nipagin M 0.2¢g
Vazelin  20g Slpernetan y.m 100g
Parafin-kat1 5g

4.4. Krem Formulasyonunun Karakterizasyon Calismalari
Karakterizasyon calismalar1 hazirlanan formiilasyonlarda yapilmistir.Bunlar pH
Olciimti, reolojik analiz, tekstiir analizi, damlacik boyutu analizi, faz ayrilmasi analizi,

morfolojik analiz, mineral element analizi, termal degisim analizidir.

4.4.1. Formiilasyonlarin pH degeri 6lcimu

Probiyotikli ve plasebo formulasyonlarda pH metre ile (WTW Profi Lab. pH
597, Almanya) pH 6l¢iimii yapilmustir. Formiilasyonlar sifirinct zamanda hazirlandiktan
sonra probun uc kisminmn beher icerisindeki formulasyona daldirilmasi ile 6lglim

yapilmustir (n=3). Plasebo formiilasyonda da ayni1 sekilde 6lgiim yapilmustir.

4.4.2. Formulasyonlarda reolojik analiz

Reoloji,formilasyonlarda katilarm ve sivilarin akis ve deformasyonunun
incelenmesi islemidir. Olgiimler oda sicakliginda reometre (Brookfield DV-I1, Amerika)

ile gerceklestirilmistir. Akis tipi belirlenmesi yapilmistir.

4.4.3. Formulasyonlarda teksttr analizi

Hazirlamis  oldugumuz formilasyonlarda texture analiz cihazi (TAXT

plusC/ingiltere) ile tekstir analizi yapilmustir. Cihazin test tiirii sikistirma idi.

Olctimler, mesafeyi ve kuvveti kaydeden, 6lgiilen numuneye niifuz edebilen 6zel
problarla donatilmig doku analizorii kullanilarak yapildi. Cihaz, yuzeye temas eden ve
bir numunenin Ozelliklerini inceleyen bir insan parmaginin hareketini simile

eder.Yapisal 6lgtimler icin cihaz, bir 6lglim dongusu igin "sikistirma mesafesi 6lgimu™
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modunda calisir. Olgiimler igin, tekstlr analiz cihazmin probunun yaklasik bir ing
altina iriinle dolu bir sise yerlestirilir. Her test, probu {irlin yiizeyine on test hizinda

indirilerek gergeklestirilir [121].

Cizelge 4.13.Tekstlr analizi yapilma kosullar:

Test Modu Sikigtirma.
Hedef Modu Mesafe
Tetik Tipi Otomatik (Kuvvet)
Noktayr Durdur Baglangi¢ Konumu
Dara Modu Otomatik
Sicaklik (25 £ 2)°C

4.44. Formilasyonlarda damlacik boyutu analizi

Formiilasyonlarin damlacik boyutu ve boyut dagilimi lazer kirilim cihazi
(Zetasizer Nano Series, Almaniya) kullanilarak 6l¢giildii. Her numune basina en az li¢

Olclim yapild1 ve ortalama degerler raporlandi.

4.4.5. Formiilasyonlarin faz ayrilmasi analizi

Formiilasyonlar 3000 rpm’ de 30 dakika santrifiij (Eppendorf,Almanya ) edildi.

4.4.6. Formulasyonlarda morfolojik analiz

Formiilasyonlar 6nce distille suyu ile seyreltildi.Sonra metilen mavisi ile
boyand1 ve Trinokiler Inverted isik mikroskopunda (Olympus Corporation/Japon)

morfolojisine bakild.

4.4.7. Formiilasyonlarin mineral element analizi

Formiilasyonlarin mineral igerikleri ICP-OES (Endiiktif Eslestirilmis Plazma-
Optik Emisyon Spektrometrisi/Kanada) ile belirlendi.

46




Cizelge 4.14. ICP-OES igin Calisma Kosullar: [122].

Nebulizasyon gaz akis hiz 0,55 L dak !
Yardimci gaz akis hizi 0,2 L dak !
Plazma gaz1 akis hizi 17 Ldak -1
Ornek akis hizi 1,5mL dk !
Caligma glcl 1 450W
Goris eksenel
Arayliz Kesme gazi
Ornek alim oran1 1.0mLdk !
Piskirtme odast siklonik
Nebulizator tipi meinhard
Nebulizator kurulumu ani
Kopyalar 3

4.4.8. Formiilasyonlarin termal degisim analizi

Formiilasyonlar 1 hafta boyunca birinci giin 4 , ikinci giin 40  olmak (zere
sirayla kabinlere yerlestirildi. Bir sogutma / 1sitma dongiisii testi olan termal degisim
analizinin amaci1 farkli sicaklik kosullarinda formilasyonun kararhigini koruya

bilmesidir [123]. 1 hafta sonunda formiilasyonlarin reolojik dlgtimleri yapildi.

4.5. Kararhhk Cahsmalari

Hazirlanan postbiyotikli krem formilasyonu kararlilik g¢alismalar1 kapsaminda
4+1 | 25+1 ve 40x1TC’lik kararlilik kabinlerine yerlestirilmistir. Formilasyonlarda
1.Ayda pH, reoloji (0. Zaman ve 1. Ay) agisindan degerlendirilmistir. Elde edilen
veriler two-way ANOVA testi uygulanarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir.
Deney sonucu olan tim verilerin istatistiksel analizi icin GraphPad Prism version 5.0

istatistik programi kullanilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Kolostrumdan Laktobasil izolasyonu

Afyonkarahisar Sandikli Resadiye Koyii’nden besi hayvanciligi ile beslenen
sigirdan, dogum sonrasi 6 saat igerisinde alinmis olan kolostrum 6rnegi; 1/2, 1/4, 1/8,
1/16 ve 1/32 oranlarinda yapilan bir seri diliisyonudan sonra, 6rnekler tek koloni ekim
teknigiyle saflagtirilmistir. Bundan sonraki calismalara saf koloni iceren petrilerle
devam edilmistir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. Laktobasilin MRS agarda tek koloni ekim teknigi sonucu petrideki gorinimu

5.2. Gram Boyama
Gram Boyama sonucu, x100 biiyilitmede 151k mikroskobunda alinan goriintii

sonucu laktobasil izolatimizin Gram pozitif oldugu belirlenmistir (Sekil 5.2.).

Sekil 5.2. Gram pozitif (+) laktobasil (x100)
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5.3. Katalaz Testi

%3’lik H20, ile kullanilarak katalaz enziminin varliginm/yoklugunun
belirlendigi yontemde, laktobasil izolatinda katalaz enziminin varligi gaz kabarcigi
olusmasima/olugsmamasina gore belirlenmistir. Kontrol mikroorganizma olarak katalaz
testi pozitif oldugu bilinen S. aureus kullanilmistir. Deneylerimizde kullandigimiza

laktobasil susu katalaz negatiftir (Sekil 5.3).

Sekil 5.3. Katalaz (+) laktobasil izolatinin gériintiisii (S.aureus bakterisi pozitif kontrol olarak

kullanilmustir)

5.4. 16S rRNA Dizi Analizi ile Genotipik Karakterizasyonlarin Belirlenmesi

16S rRNA gen dizilimine gore; Sanger dizileme ile elde edilen okumalar, bir
konsensus dizi olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin
gerceklestirilmesinde BIOEdit yazilimi icinde CAP contig assembly algoritmasi
kullanilmistir. Diziler NCBI (National Center for Biotechnology Information) iizerinden
eslestirilerek en yakin tiirler belirlenmistir. Benzerlik Orant: %99,84 olarak bulunmus
ve tlru Lacticaseibacillus rhamnosus olarak belirlenmistir. NCBI Blast sistemine
gerekli bilgiler girildikten sonra elde edilen erisim numarast ON238133°diir. Dizi

analizi sonucu asagidaki gibidir.

GACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGA
GTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATA
ACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTC
TTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACT
GAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGG
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GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAA
GAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAGACTGGGAAACTTG
AGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
TGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTCTCCGCCCTTCAGTGCCG
CAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGA
GAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGA
GGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCA

5.5. Kuyucuk Yontemi

Agar kuyucuk yontemi olarak da adlandirilan yontemde; petrilere dokiilmiis
Muller Hinton agar Uzerine 0.5 Mc Farland’a gore ayarlanmig S. Epidermidis
bakterisinden yayma ekim teknigi kullanilarak ekim yapilmistir. Sonrasinda iizerine
acilan 5 kyucuk igerisine plasebo krem ve posybiyotik igeren kremin 0.625-10 mg/mL
konsantrasyonlarinda 6rnekler doldurulmustur. 24 saat etiivde inkiibe edildikten sonra
olusan zon ¢ap1 Olgiilerek aktivite degerlendirilmistir. Bu yontemde postbiyotik iceren
kremin sadece 10 mg/ mL konsantrasyonunda 13 mm zon olusturdugu goézlenmistir.
Diger kuyucuklarda zon olusumu goézlenmemistir. Bu ydntem bir antimikrobiyal
aktivite ¢alismalarinda tarama caligmasi olarak kullanilmaktadir. Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonunu (MIK) degerini belirleyebilmek igin Mikrobroth Diliisyon metoduyla
antimikrobiyal aktivite daha ayrintili olarak degerlendirilmistir. Petri fotograflar1 Sekil
5.4.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.4.Kuyucuk yontemi sonuglar

5.6. Mikrobroth Dillisyon Yontemi

S. epidermidis iizerinde mikrobroth diliisyon yontemi ile yapilan antimikrobiyal
aktivite testinde, postbiyotikli krem ve plasebo krem 10 mg tartilmis ve bir seri %
dilisyon hazirlanmistir. Elde edilen sonuglara gére postbiyotikli kremin Minimal
Inhibisyon degeri (MIK) 1.25 mg/100 uL, plasebo kremin ise; 2,5 mg/100 uL olarak
bulunmustur. 12. sira mikroorganizma kontrolii olarak kullanilmistir. Postbiyotik iceren
kremi hazirlamak icin kullandigimiz supernatan Mc Farland 5.0 bulanikliga gore
ayarlanmis ve kiiltiir 5000 rpm de 15 dk santrfiij edilerek siipernatan elde edilmistir.
Kreme ilave edilmeden 6nce sipernatan 0,22 pum capl filtreden gecirilerek steril
edilmistir. Steril edilen supernatandan kontrol amacli tekrar MRS agar besiyerine
yayma ekim yapilmig, 37 °C’ de 48 saatlik inklibasyon sonucunda higbir Greme
gozlenmemistir. 96 kuyucuklu plakadan elde edilen sonuglar Sekil 5.5.°de

gosterilmistir.

51



R

Sekil 5.5. Plasebo krem ve postbiyotikli kremin S. epidermidis Uzerindeki antimikrobiyal aktivitesinin

Mikrobroth dillisyon yontemi ile degerlendirilmesi (n:4)

5.7. Sitotoksisite Testi

Postbiyotik iceren krem ve plasebo krem o6rnegi 62,5-1000 pg/100 pL
konsantrasyonlarda HACAT hiicrelerine 24 saat sire ile uygulanmustir. Inkiibasyon
sonunda MTT boyasiyla sitotoksik aktivite degerlendirilmistir. Her iki 6rnegin de en
yiiksek konsantrasyon olan 1000 pg/mL’de sitotoksik etkisinin olmadigi gorilmiistiir.
HaCat hicreleri deri keratinosit hicreleri oldugu icin, postbiyotik iceren bakim
kreminin saglikli hiicrelere sitotoksik etkisininin olmamasi formiile edilen kremin in
vitro olarak giivenilir oldugunu gostermektedir. MTT boyasiyla elde edilen absorbans
degerlerinin % excel ile yiizdelik degerlere doniistiiriilmiis ve sonrasinda GraphPad 6.0
programiyla uygulanan one way Anova istatistik prorami ile degerlendirilmistir. Elde

edilen grafikler Sekil 5.6 ve Sekil 5.7 de gosterilmistir.
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Postbiyotik iceren Kremin HaCat Hiicreleri

%Canlihk (OD 540 nm)

Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

150

100

(3]
o
|

*

Konsantrasyonlar

g0o0oonoa

Kontrol
DMSO
1000pg/mL
500pg/mL
250pug/mL
125pug/mL
62.5ug/mL

Sekil 5.6. Postbiyotik iceren kremin HaCat keratinosit hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testiyle

%Canlilik (OD 540 nm)

Plasebo Kremin HaCat Huicreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

150

100

a
o
|

degerlendirilmesi (=7, *p<0.05)

Konsantrasyonlar

BooeEO0d

Kontrol
DMSO
1000pg/mL
500ug/mL
250ug/mL
125ug/mL
62.5ug/mL

Sekil 5.7. Plasebo kremin HaCat keratinosit hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testiyle

degerlendirilmesi (n=7, *p<0.05)
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5.8. Formiilasyonlarin pH Degeri Olcimi

Cizelge 5.1. Formiilasyonlarin 0.zamanda pH degerleri(n=3)

FORMULASYON pH+SH
Postbiyotikli krem 4,80+0,0
Plasebo krem 4,76%0,0

5.9. Formiulasyonlarda Reolojik Analiz
Olgiimler 0.zamanda 4.4.2° de anlatildig1 gibi yapilmis ve sonuglar Sekil 5.8. ve
Sekil 5.9.da verilmistir.

1600

1400

1200

1000

Kayma gerilimi (D/cm?)

Kayma orani (1/sec)
Sekil 5.8. Plasebo kremin reolojik dlcumleri

Kayma gerilimi (D/cm?)

Kayma orani (1/sec)

Sekil 5.9. Postbiyotikli kremin reolojik dl¢timleri
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5.10. Formilasyonlarda Tekstlr Analizi

Yapilan analiz sonucunda formulasyonlara ait grafikler elde edilmistir. Verilen
grafiklerde egrinin ilk kismi verim noktasmda (Y) kesigen iki hisseden olusur .Birinci
boliim formiilasyonun elastik halden plastige ge¢mesi, ikinci boliimse uygulanan basing
altinda formiilasyonun akmaya basladig1 noktadir.Egrinin grafikden uzaklagsan kismi

daha disiik kuvvetlerde elde edilen degerlerdir.

Cizelge 5.2.Tekstur analizi sonucu

Krem adi Sikilik degeri

Postbiyotikli krem 7.97 mm

Plasebo krem 8 mm

0.5

0.4

03

0.2

0.1

._\
S
o0
)
ES
N
N
BN
o
3]

10
-0.1

Mesafe (mm)

-0.2
Kuvvet (N)

Sekil 5.10. Plasebo kremin 6lgtimleri
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0.50

0.40

mm)

—

10.00 -8.00 -6.00 -4.00

8.00 10.00
-0.10

mesafe

-0.20
-0.30

Kuvvet (N)

Sekil 5.11. Postbiyotikli kremin dlgiimleri

5.11. Formdulasyonlarda Damlacik Boyutu Analizi

Formiilasyonlarn damlacik boyutu ve boyut dagilimi lazer kirilim cihazi

(Zetasizer Nano Series Almaniya) kullanilarak o6l¢lilmiis, sonuclar cizelge 5.3°de
gosterilmistir.

Cizelge 5.3. Formiilasyonlarm 0.zamanda damlacik boyutu (DB) ve polidisperslik indisi (Pdl) degerleri

Formdilasyon DB(nm) Pdl
Posthiyotikli krem 155,4 0,174
Plasebo krem 199,3 0,299

5.12. Formiilasyonlarin Faz Ayrilmasi Analizi

Santrifiij sonucunda formulasyonlarda 0. zamanda faz ayrilmasi goriilmemistir.
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Sekil 5.12. Faz ayrilmas: sonucu

5.13. Formdulasyonlarda Morfolojik Analiz
Analizler 0.zamanda yapilmis ve sonuglar sekil 5.13 ve 5.14’de

verilmistir.Morfoljik analiz sonucu kremin s/y tipi emulsiyon oldugu gériilmiistiir.

Sekil 5.13. Plasebo kremin mikroskop gérintisu
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Sekil 5.14. Postbiyotikli kremin mikroskop gorintusi

5.14. Formiilasyonlarin Mineral Element Analizi
Olgimler 4.4.7° de anlatildizi gibi yapilmis ve sonuclar g/kg  olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 5.4.Mineral element analiz sonuglari.

Krem adi Mg Na K P Ca Fe

Posthiyotikli 0.034 0.404 0.165 0.15 0 0
krem

Plasebo 0.103 0.223 0 0.09 0 0
krem

5.15. Formiilasyonlarin Termal Degisim Analizi

Formulasyonlara ait sonuglar reolojik olarak degerlendirilmistir.
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Kayma gerilimi (D/cm?)

50 100

150

200

250 300 350 400

Kayma orani (1/sec)

Kayma gerilimi (D/cm?)

Ve

12,00

0,00 \ \
9,00 N \

7,00

100

12.0

140

Kayma orani (1/sec)

16.0

180 200

Sekil 5.15. Postbiyotikli kreme ait reogramlar a.0. zaman; b. termal degisim sonrasu.

5.16. Kararhhk Cahsmalar

Formiilasyonlar stabilite kabinlerinde 1 ay boyunca tutulmus sonuclar reolojik

ve pH degerleri agisindan degerlendirilmistir.

Cizelge 5.5.Kararlilik

testleri

Postbiyotikli krem pH+SH
0.zaman 4,80+0,0
lay 4.77+0,0

Cizelge 5.6. Formiilasyonlarin fiziksel goriiniislerinin kararliltk ¢alismalar

Postbiyotikli Renk Koku Goriiniis
krem (0. Ay — 1. Ay) (0. Ay — 1. Ay) (0. Ay - 1. Ay)
25°C Degisme yok Degisme yok Degisme yok
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Kayma gerilimi D/cm?

40,0
LA
3.0 i o . e
¥

Hg 38,0 j 2
a ”
- ]
g 20 ‘//
S0 L

30.0{ g /

/‘

100 150 200 250 300 350 12,0 14,0 16,0

kayma oram(1/sec) kayma orani (1/sec)

Sekil 5.16. Postbiyotikli kreme ait reogramlar a.0. zaman, b. 1.ay(Grafiklerde kirmizi ¢izgi-

islenmemig veri;mavi ¢izgi- uygun egri).
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6. TARTISMA

Yiiksek Lisans tez calismasi kapsaminda, postbiyotik igeren yeni bir bakim kremi
formiilasyonu hazirlanmistir. Hazirlanan bakim kreminde kullanilan etkin madde ve
yardimc1 maddelerin 6zelliklerine ait elde edilen bulgular ve hazirlanan formiilasyona
ait karakterizasyon c¢alismalari, antimikrobiyal aktivite testleri ve sitotoksisite testleri

plasebo kremle karsilastirmali olarak degerlendirildi.

Emiilsiyonlar, cilt bakim {iriinlerinin en yaygim seklidir. Ancak, bu sistemler bazi
kararsizliklar sergileyebilir. Bu nedenle, topikal uygulama icin emilsiyonlar
gelistirirken, uygun fiziksel ve mekanik 0zelliklere sahip olup olmadiklarini
dogrulamak ve stabilitelerini daha fazla degerlendirmek ilgingtir. Formiilasyonlarin
reoloji caligmalari, doku analizleri ve mikroskobik gozlemleri yapilmistir. Numuneler
ayrica santrifiijleme ile hizlandirilmis bir stabilite ¢alismasina ve bir termal stres testine
tabi tutulmustur [124].

Formiilasyonlarmm oda sicakliginda 25 °C'de 30 gun saklanmasinin ardmdan
formiilasyonlarda koku, renk, homojenlik veya faz ayriminda herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Formiilasyonlar, 4.03 ile 5.39 arasinda, cilt pH's1 ile uyumlu pH
degerleri gosterdi ve bu surenin sonunda da 6nemli bir degisiklik olmadi. Boylece,
hazirlanan kremler kararli olarak kabul edilmislerdir [125].

Formiilasyonlarin sifirinci zamanda ve kararlilik testinin sonunda reolojik analiz
yapilmistir. Kayma incelme indeksi, kayma hizindaki artisa bagli olarak viskozitedeki
azalma orani gosterir. Deney sirasinda gozlemlenen reogram egrilerinde herhangi bir
tepe noktasi veya baska degisiklikler kullanilan ham maddeye bagli olabildigi icin
kararsizligi gostermez [126]. Reometredeki Olglimler sonucunda formulasyonlarda %

93,5 giivenirlige sahip Casson modelinin en iyi model oldugu bulunmustur.

1 aylik kararlilik agligmasi sonucunda pH, goriiniis ve rolojik sonuglarda anlaml1

fark (p>0.05) g6zlenmemistir.

Bir 1sitma/sogutma dongiisii olan termal degigim testi yapildi ve formiilasyonlar
7 giin boyunca her 24 saatte bir sirasiyla 4 ve 40 °C arasinda degistirildi sonra analizler
yapild1 [124]. Formiilasyonlarda analiz sonucunda pH ve reolojik agidan bir degisiklik

gozlenmemistir.
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Formiilasyonlar, oda sicakliginda 30 dakika boyunca 3000 rpm'de
santrifijlenmistir. Faz ayrimi olmayan formulasyonlar en az alt1 ay boyunca stabil

kalmistir [127]. Santrifij sonucunda formilasyonlarda faz ayrilmasi goriilmemistir.

Damlacik boyutu analizi, ¢oklu emiilsiyonlarin olusumunu saglamanin ve ¢oklu
globiillerin zaman igindeki stabilitesini tahmin etmek i¢in olduk¢a faydali bir dogrudan
yontemdir. Damlacik boyutu 6l¢timleri, formiilasyon stabilitesinin iyi bir gdstergesidir.
Stabiliteyi etkileyen bir parametrenin damlacik boyutu oldugu ve daha kiiglik damlacik
boyutunun her zaman avantajli oldugu belirtilmistir [128]. Analiz sonucunda
postbiyotikli kremde damlacik boyutu plasebo kremin damlacik boyutundan daha kiigiik

oldugu goriilmiistiir.

Doku, mekanik, dokunsal, gorsel ve isitsel alicilar tarafindan algilanan bir
uruniin mekanik, geometrik ve yiizey Ozelliklerinin birlesimi olarak tanimlanir. En
onemlileri, analiz edilen nesnenin optik (gorsel) Ozelliklerini tanimlamak igin
kullanilabilen goriintii analizinin yani sira mekanik tekniklerdir. Doku mekanik analizi,
gida, kozmetik ve ila¢c endustrilerinde Urlin karakterizasyonu icin yaygm olarak
kullanilmaktadir. Bir nesnenin kritik 06zelliklerinin degerlendirilmesi icin hem bir
deformasyon hem de c¢oklu deformasyon protokolleri kullanilir. Tek deformasyon
testleri, sertlik, yapiskanlik, esneklik gibi parametreleri belirlemek icin
kullanilabilir .Tek deformasyon testleri ayrica {iriiniin kirilabilirligi ve sikilig1r hakkinda

da bilgi saglar.

Tekstur analizi, malzemenin elastikten plastik duruma gegtigi ve uygulanan stres
altinda akmaya basladig1 akma noktalarinin tanimlanmasini igerir. Baz1 iiriinler i¢in, TA
deneyinin daldrma asamasinda ortaya c¢ikan ters akma noktalarinin varligir da tespit
edilmistir [121]. Mesafeye karsi grafik kuvvetinden, maksimum kuvvet (N) sikiliga
karsilik gelir ve negatif alan ( mm) yapiskanlhiga karsilik gelir.

Farmasotik formilasyonlarda kullanilacak bir materyal, disik veya sifir
toksisiteye sahip olmalidir. Bazi elementlerin eser miktarda dahi bulunmasi hasta i¢in

potansiyel bir tehdit olusturabilir.

Kozmetik Uriinlerde As, Se, Cd, Hg, Pb, Sb ve Tl'ye izin verilmez [129].
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Probiyotiklerin  tanimlanmas: genellikle bilinen standart mikrobiyolojik
yontemlerle gerceklestirilir. FAO/WHO tavsiyelerine gore, probiyotik
mikroorganizmalar, sus seviyesine kadar kesin olarak tanimlanmis bir tdr
smiflandirmasina sahip olmalidir. Probiyotik mikroorganizmalarin neden oldugu saglik
etkileri, belirli susa baglidir ve bu da dogru tanimlamanin son derece énemli oldugunu
gOsterir. Ayrica, sus seviyesine kadar tanimlama, verilen suslarin belirli bir ortamda

dogal olarak meydana gelen suslardan ayirt edilmesini saglar.

Probiyotik bakterilerin ilk karakterizasyonu, Gram boyama yontemiyle
boyamadan sonra hiicre seklinin belirlenmesinin yani sira hareketliligin ve katalaz

Uretme yeteneginin degerlendirilmesinden olusur [130].

Plasebo krem ve postbiyotik iceren kremin antimikrobiyal aktivite testleri deri
patojeni olan S. epidermidis Uzerinde agar kuyucuk testi ve microbroth dillisyon
teknigiyle degerlendirildi. Postbiyotik iceren kremin MIK degeri 1.25 mg/mL, plesebo
kremin MIK degeri ise; 2,5 mg/mL olarak bulundu. Molekiler tanimlama sonucu
Lacticaseibacillus rhamnosus oldugu belirlenen bakteriden elde edilen postbiyotik
iceren bakim kreminin plasebo kreme gore 2 kat daha fazla antimikrobiyal etkisinin
oldugu gosterildi. Burada kullanilan bakteri yogunlugu Mc Farland 5.0 gore
ayarlanmistir. Literatirde Mc Farland degerinin 5-10 aras1 kullanildigi, aktivitenin
arttirilabilmesi i¢in bunun 6nemli bir avantaj oldugu bildirilmistir. Literatiirde yapilan
calismalarda antimikrobiyal aktivite i¢in genellikle cilt enfeksiyonlarina neden oldugu
icin S. aureus kullanilmistir. Lacticaseibacillus rhamnosus dan elde edilen postbiyotigin

S. aureus gelisimini 102 koloniden 10° koloniye inhibe ettigi bulunmustur.

Yine aymi ¢alismada S. aureus ile enfekte edilmis epidermal keratinositler
kullanilmig ve Lacticaseibacillus rhamnosus kullanildiginda keratinositlere karst olan

sitotoksik etkinin azaldigi bulunmustur [131].

L. plantarum ve L. reuterinin postbiyotiklerinin S. aureus lizerinde agar kuyucuk

testinde, olusan zon gaplari sirasiyla 20.38 ve 26.50 mm olarak bildirilmistir [132].

Bagka bir ¢alismada, stipernatanin S.epidermidis Gzerinde agar kuyucuk testinde

,olusan zon ¢aplar1 15.00 mm olarak bildirilmistir [133].

63



HaCat deri keratinositleri (izerinde uygulanan plasebo krem ve postbiyotik
iceren kremin en yuksek konsantrasyonu olan 1000 pug/ml’de sitotoksik aktivite

gostermemistir.
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7. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismamizda postbiyotik iceren krem formilasyonu gelistirilmis olup
karakterizasyon ve kararlilik ¢aligmalar1 yapilmistir. Kararlilik ¢aligmalarinda
hazirlanmis krem formiilasyonlar: ile plasebo krem formiilasyonlar1 kiyaslanmistir.
Formiilasyonlarm 1 aylik kararlilik testi sonucunda goriiniis, pH, reolojide anlamli fark
gozlenmemistir (p>0.05). Kremin hazirlanmasinda kullanilan laktobasillis bakterisinin
klasik ve molekiler tanimlanmasi sonucu Lacticaseibacillus rhamnosus oldugu
tanimlanmistir. Mikrobiyolojik acidan degerlendirildiginde postbiyotik igeren kremin
plesebo kreme gore S.epidermidis iizerinde 2 kat daha fazla etkili oldugu bulunmustur.
HaCaT deri keratinositleri tizerinde yapilan sitotoksisite testinde hem plesebo krem hem
de postbiyotik iceren kremin sitotoksik etkisinin olmadigi sonucuna ulasilmistir.
Postbiyotiklerin, glnimizde yaygin olarak kullanilan probiyotiklere gdre bir c¢ok
istiinliikleri bulunmaktadir. Bunlarin basinda canli bakteri igermemeleri, kullanicilarda
sepsise neden olacak kolonizasyon olusturmamalari, stabil ve givenilir olmalari
sayilabilmektedir. Tez kapsaminda formiilasyonu yapilan postbiyotik iceren krem igin
farkli patojen bakteriler Uzerinde antimikrobiyal aktivite testleri, farkli saglikli deri
hlcrelerin de sitotoksiste testleri ve immin sisteme etkilerinin arastiriimasi gibi
yontemler ileri ki ¢alismalarda planalanabilir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin
probiyotik igeren kremlere bir alternatif olusturabilecegini gelecekte postbiyotiklerle

yapilacak ¢alismalara 6nemli bir katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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