OZET

BIFIDOBACTERIUM LONGUM VE FONKSIYONEL GASTROINTESTINAL
BOZUKLUKLAR

Mevcut bulug genel olarak probiyotik bakteriler alami ile ilgilidir. Ozellikle,
Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 gibi Bifidobacterium longum ve bunun
hazmedilebilir bilesimlerde kullamim ile ilgilidir. Mevcut bulusta tarif edilen bilesim

tonksiyonel GI bozukluklarini tedavi etmek veya énlemek icin kullanilabilir.
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ISTEMLER

10.

Anksiyete baglantili fonksiyonel mide-bagirsak (GI) bozukluklarmin tedavisinde ve /
veya Onlenmesinde kullamilmak tizere Bifidobacterium longum ATCC BAA-999'u
iceren bilesim olup, burada fonksiyonel GI bozuklugu, irritabl bagirsak sendromu,
fonksivonel dispepsi, fonksivonel kabizlik, fonksiyonel diyare, fonksiyonel abdominal
agri, fonksiyonel siskinlik, Epigastrik Agr1 Sendromu, Postprandiyal Distress

Sendromu veya bunlarin kombinasyonlarindan olusan gruptan segilmektedir.
Onceki istemlerden birine gore bilesim olup, burada bilesim, bir gida bilesimi, bir
evcil hayvan gida bilesimi, bir divet takviyesi, bir nutrasétik, bir beslenme formiilii, bir

icecek ve / veya bir tibbi bilesimi iceren gruptan se¢ilmektedir.

Onceki istemlerden birine gire bilesim olup, burada bilesim ek olarak en az bir baska
gida siifi bakteri icermektedir, burada gida sinifi bakteriler tercihen laktik asit
bakterileri, bifidobakteriler, propiyonibakteriler veya bunlarin karigimlarindan olusan
gruptan secilmektedir.

Onceki istemlerden birine gére bir bilesim olup, burada bilesim ayrica en az bir

prebiyotik icermektedir.

Istem 4'e gore bir bilesim olup, burada prebiyotik oligosakkaritlerden olugan gruptan
secilmektedir ve istege bagli olarak fruktoz, galaktoz, mannoz, soya ve / veya iniilin
igerir; diyet lifleri; veya bunlarin karigimlarini icermektedir.

Yukaridaki istemlerden birine gore bir bilesim olup, burada bilesim iginde en az % 5,
tercihen en az % 10, daha tercihen en az % 15 Bifidobacterium longum ATCC
BAA-999 bulunmasi uygundur.

Onceki istemlerden birine gore bilesim olup, burada Bifidobacterium longum ATCC
BAA-999'un en az % 80", tercihen en az % 90", daha tercihen en az % 95'1, bilesim
icinde cogalmamaktadir.

Onceki istemlerden birine gore bilesim olup, burada bilesim giinliik doz basma 10* ve
10'° Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 hiicresi igermektedir.

Istem 1 ila 8'den birine gére bilesim olup, buradaki bilesim, bilesimin kuru agirhigimin
grami bagma 10° ila 10® hicre Bifidobacterium longum ATCC BAA-999

icermektedir.

Onceki istemlerden birine gére bilesim olup, ayrica hidrolize peynir alt1 suyu proteini
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iceren bir protein kaynagi icermektedir.

11. Onceki istemlerden birine gore toz halinde bilesim olup 0.2'den daha kii¢iik, 6rnegin

(.19-0.05 araliginda, tercihen 0.15'ten kiicilik bir su aktivitesine sahiptir.
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TARIFNAME

BIFIDOBACTERIUM LONGUM VE FONKSIYONEL GASTROINTESTINAL
BOZUKLUKLAR

Mevcut bulus genel olarak probiyotik bakteriler alam ile ilgilidir. Ozellikle
Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 olarak adlandirilan Bifidobacterium longum
NCC3001 (ATCC BAA-999), ve bunun yutulabilir bilesimlerde kullanimu ile ilgilidir.
Burada tarif edilen bilesim, anksiyete baglantilhi fonksiyonel gastrointestinal (GI)

bozukluklari tedavi etmek veya dnlemek igin kullanilabilir.

Fonksiyonel GI bozukluklar (FGID'ler), irritabl bagirsak sendromu (IBS) ve
fonksiyonel dispepsiyi igine alan ve yliksek morbidite ile iliskili kronik rahatsizlik ya da agr,
sigkinlik ve IBS degismis bagirsak aliskanliklar (ishal ve / veya kabizlik) durumlarinda

gdriilen bozukluklar grubudur.

Genel popiilasyonda FGID'lerin yayginligi, % 15-% 30 arasinda degisen oldukga
yiiksek bir orana sahiptir ve dnemli derecede ekonomik yiik getirmektedir. Sadece IBS igin
yillik dogrudan maliyetlerin, énemli dlgiide ek dolayli maliyetlere (6rnegin isten galisma
vb.) sahip 8 sanayilesmis iilkede yaklagik US41 milyar ABD Dolar1 civarinda oldugu ileri
stiriilmiistiir. FGID'ler i¢in gilincel tedaviler, hastalik patogenezinin yetersiz derecede

anlagilmasi ile tarihsel olarak iligkili olan en iyi marjinal etkinligi géstermektedir.
IBS'nin kesin patofizyolojisi agikliga kavusmustur.
Yakin zamandaki ¢alismalar IBS hastalarinda intestinal mikroflorada mukozal

inflamasyon ve degisiklikler oldugunu ve bagirsak enfeksiyonlari ile bir hastalik iligki

oldugunu tanimlamistir.

Baz1 probiyotiklerin anti-bakteriyel, anti-viral ve antienflamatuar Ozellikler
sergiledikleri ve bagirsak mikrobiyota dengesini eski haline getirebildikleri gergegi, IBS i¢in

uygun terapotik ajanlar haline gelebildiklerini ortaya koymustur.

Bugiine kadar farkli probiyotiklerin IBS konularina etkisi lizerine gesitli ¢alismalar
vaymlanmistir. Bu ¢alismalar, probiyotik kullanimin IBS semptomlarinda diizelme ile
iligkili olabilecegini, ancak tiim probiyotiklerin IBS'de esit etkinlige sahip olmadigini da
ortaya koymaktadir.

Son zamanlarda yapilan bazi1 meta analizlerde, diger probiyotiklerin etkinligi lizerine
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yorum yapmak i¢in yeterli veri bulunmadig1 sonucuna varilmistir, [Lynne V McFarland, et
al., World J Gastroenterol 2008 May 7; 14(17): 2650-2661; Nourich Hoveyda, et al., BMC
Gastroenterology 2009, 9:15; E. Corazziari et al., "Approach to the Patient with Disorders of
Intestinal Function", NeuroGastroelerologia, vol.12, no.1, 01 March 2006, p.42-43 (Lynne
V McFarland ve ark., Diinya J Gastroenterol 2008 7 Mayis; 14 (17): 2650-2661; Nourieh
Hoveyda ve ark., BMC Gastroenterology 2009, 9:15; E. Corazziari ve ark., "Bagirsak
Fonksiyonu Bozukluklar1 Olan Hastaya Yaklasim", NeuroGastroelerologia, cilt.12, no.1, 01
Mart 2006, s.42-43})].

Sonug olarak, bu bulusun amaci, teknigin bilinen durumunu iyilestirmek ve 6zellikle
teknigi, anksiyete baglantili fonksiyonel GI bozukluklarmni tedavi etmek veya onlemek icin
kullanilabilen bir uygulama yénteminin istenmeyen van etkiler olmaksizin etkili, halihazirda

temin edilebilen, dlislik fiyatli ve bir alternatif bakteri susunu iceren bir bilesim saglamaktir.

Mevcut bulug sahipleri bu ihtiyact ele almistir. Bu amaci bagimsiz istemlerin
konusuyla bagarabileceklerini gordiiklerinde sasirmuslardir. Bagimli istemler, bu bulusun

fikrini daha da gelistirmektedir.

Fonksiyonel GI bozukluklarina bagli anksiyetenin tedavi edilmesinde ve / veya

onlenmesindeki etkinligin, kullanilan bakteri cinsi, tiirii ve tiiriine bagh oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, bu bulugun bir uygulamass, irritabl bagirsak sendromu; fonksiyonel
dispepsi; fonksiyonel kabizlik, fonksiyonel ishal; fonksiyonel karm agrisi; fonksiyonel
siskinlik, Epigastrik Agri Sendromu, Postprandiyal Distress Sendromu veya bunlarin
kombinasyonlarindan olusan gruptan secilen anksiyete baglantili fonksiyonel GI
bozukluklarinin tedavisinde ve / veya Onlenmesinde kullanilmak {izere Bifidobacterium

longum ATCC BAA-999 igeren bir bilesimdir.

Bifidobacterium longum ATCC BAA-999, mevcut bulusun amacina ulasmasinda

ozellikle etkili oldugu bulunan Bifidobacterium longum suslarinin bir tiiridiir.

Avantajli olarak, Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 ticari olarak temin
edilebilmektedir ve test edilmistir ve Ornegin gida irilinlerine eklenmek {izere kabul
edilebilir bulunmustur. Bifidobacterium longum ATCC BAA-999, bebeklerde ve kiiciik
cocuklarda enfeksiydz divarenin profilaksisi i¢in bir Lactobacillus ile birlikte tanimlanmistir
(EP 1974735 A). Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 ve LC-PUFA iceren bebek
formiilii, bebeklerde veva kiigiik ¢ocuklarda dogal immiin savunmalarin giiclendirilmesine
yonelik olarak acgiklanmigtr (WO 2004/112507). Bifidobacterium longum ATCC
BAA-999'un FOS / GOS prebiyotik ile birlikte uygulanmasmimn, yeni doganlarda kabizlhik
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vakalarim azalttig1 bildirilmistir. [Puccio et al., "Clinical evaluation of a new starter formula
for infants containing live Bifidobacterium and prebiotics", Nutrition, Elsevier Inc., US, vol.
23, no. 1, 22 December 2006 (Puccio ve ark., "Canli Bifidobacterium ve prebiyotik iceren,
bebekler i¢in yeni bir baslangic mamasi klinik degerlendirmesi”, Nutrition, Elsevier Inc., US,

cilt 23, no. 1, 22 Arahk 2006)].

Bifidobacterium longum ATCC BAA-999'un anti-enflamatuar &zelliklere sahip
oldugu bildirilmistir (WO 2007/093619).

Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 (BL999), ticari olarak uzman tedarik¢iden,
ornegin Japonya'dan Morinaga Milk Industry Co. Ltd.'den BB536 ticari markasiyla elde
edilebilir.

Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 (BL999) herhangi bir uygun ydnteme gore
kiiltiirlenebilir. Uriinlere, 6rnegin, dondurularak kurutulmus veya piiskiirtiilerek kurutulmus

bir formda ilave edilebilir,

"Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 (BL999)" terimi, bakteri, bakteri par¢alari

ve/veya bakterinin fermente ettigi bir bliviime ortamini kapsamaktadir.

Kompozisyon herhangi bir bilesim olabilir, ancak tercihen oral, enteral veya rektal

olarak uygulanacak bir kompozisyondur.

Ornegin, bilesim yenilebilir bir bilesim olabilir.

"Yenilebilir" terimi, insan veya hayvan tiliketimi i¢in onaylanmms bir materyal
anlamina gelmektedir.

Tipik olarak, bilesim, bir gida bilesimi, bir evcil hayvan gida bilesimi, bir diyet
takviyesi, bir nutrasotik, bir beslenme formiilii, bir igecek ve / veya bir tibbi bilesimi i¢ceren
gruptan secilebilir.

Mevcut bulusun bilesimi bir gida bilesimi ise, bu, boyle bir bilesimin eczanelerde, ilag
depolarinda, ayni zamanda kompozisyonlarin herkes tarafindan kolayca bulunabilecegi

normal siipermarketlerde dagitima ¢ikarilmasi avantajina sahiptir.

Genel olarak gida bilesimlerinin hos tadi, Uriintin kabul edilmesine katkida
bulunacaktir. Ozellikle kiigiik gocuklar veya evcil hayvanlarmn, genellikle sevilen bir tat ile

kompozisyonlar1 kolayca tiikketme olasiligi daha yiiksektir.

Mevcut bulusa uygun gida iriinlerinin 6rnekleri, yogurtlar, siitler, aromali siitler,
dondurma, tath yemeye hazir olanlar, rnegin su veya siit ile sulandirilmaya yonelik tozlar,

cikolatal siitlii icecekler, malt icecekler, hazir yemekler; insanlar i¢in hazir yemekler veya
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igecekler veya evcil hayvanlar veya hayvancilik amagh tam veya kismi bir beslenmeyi

temsil eden gida bilesimleridir.

Sonug olarak, bir diizenlemede mevcut bulusa gore bilesim insanlar, evcil hayvanlar

veya hayvancilik i¢in amaglanan bir gida {iriiniidiir.

Bilesim, képekler, kediler, domuzlar, sigirlar, atlar, kegiler, koyunlar veya kiimes

hayvanlarindan olusan gruptan secilen hayvanlar i¢in tasarlanabilir.

Tercih edilen bir uygulamada, bilegsim yetiskin tiirler, 6zellikle insan yetigkinler i¢in

amaglanan bir gida iiriiniidiir.

Bu bulusun bilesimi ayrica koruyucu hidrokolloidler (6rnegin sakizlar, proteinler,
modifiye edilmis nisastalar), baglayicilar, film olugturucu maddeler, kapsiilleme ajanlar1 /
malzemeleri, duvar / kabuk malzemeleri, matris bilesikleri, kaplamalar, emiilsifiye ediciler,
yizey aktif maddeler, ¢oziindiricii ajanlar (yaglar, yaglar, balmumlari, lesitinler vb.),
adsorbanlar, tasiyicilar, dolgu maddeleri, yardimer bilesikler, dagitici maddeler, islatic
maddeler, isleme vardimcilart (¢6ziiciiler), akan maddeler, tat maskeleme maddeleri,
agirliklandirma maddeleri, jellestirici maddeler, jel olusturma ajanlari, antioksidanlar ve
antimikrobiyalleri de ihtiva edebilir. Bilesim ayrica, bunlarla sinirlt olmamakla birlikte, su,
jelatin, herhangi bir adjuvan, jelatin, ligninsiilfonat, talk, sekerler, nisasta, arap zamki,
bitkisel yaglar, polialkilen glikoller, tatlandiricilar dahil olmak tizere geleneksel farmasotik
katki maddeleri ve katki maddeleri, eksipiyanlar ve seyreltici ajanlar, koruyucular,
stabilizatorler, emiilsifiye edici maddeler, tamponlar, kayganlastiricilar, renklendiriciler,
1slaticr maddeler, dolgu maddeleri ve benzerlerini icerebilir. Her durumda, s6z konusu diger

bilesenler, hedeflenen aliciya uygunlugu géz 6niine alinarak segilecektir.

Kompozisyon, besinsel olarak eksiksiz bir formtil olabilir.

Bulusga gore bilesim bir protein kaynagi icerebilir.

Herhangi bir uygun diyet proteini, drnegin hayvan proteinleri (siit proteinleri, et
proteinleri ve yumurta proteinleri gibi); bitkisel proteinler (soya proteini, bugday proteini,
piring proteini ve bezelye proteini gibi); serbest amino asitlerin karisimlari, veya bunlarin

kombinasyonlart kullamlabilir. Kazein ve peynir alti suyu gibi siit proteinleri ve soya

proteinleri 6zellikle tercih edilmektedir.

Proteinler saglam veya hidrolize olabilir veya saglam ve hidrolize edilmis proteinlerin
bir karisimi olabilir. Ornegin inek siitiine alerji gelistirme riski tasiyan insan dzneleri ve /
veya hayvanlar icin kismen hidrolize edilmis proteinlerin (%2 ila %20 arasinda hidroliz

derecesi) saglanmasi arzu edilebilir.
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Ayrica, Onceden hidrolize olmus protein kaynaklar genellikle daha kolay

sindirilmektedir ve bozulmus bir gastrointestinal yol tarafindan emilmektedir.

Hidrolize proteinler gerekliyse, hidroliz islemi arzu edildigi gibi ve teknikte bilindigi
gibi gergeklestirilebilir. Kismen hidrolize proteinlerin (%2 ila 20 arasinda hidroliz derecesi)

saglanmasi arzu edilebilir.

Ornegin, bir peynir alt1 suyu proteini hidrolizati, bir veya daha fazla asamada peynir
alt1 suyu fraksiyonunun enzimatik olarak hidrolize edilmesiyle hazirlanabilir. Baslangi¢
malzemesi olarak kullanilan peynir alti suyu fraksiyonu esas olarak laktoz icermiyorsa,
hidroliz islemi sirasinda proteinin daha az lizin blokaj1 yasadigi bulunmugtur. Bu, lizin
blokajmin derecesinin, toplam lizin agmwhgmnin yaklasik % 15'inden, 6rnedin, protein
kaynagmm beslenme kalitesini biiyiik Ol¢lide gelistiren, lizin agwrhigmin yaklasik %
10'undan daha azina, ormegin afirhkg¢a yaklasik % 7'den azina indirilmesini miimkiin

kilmaktadir.

Bilesim ayrica bir karbonhidrat kaynagi ve bir yag kaynag igerebilir.

Bilesim bir yag kaynag: iceriyorsa, vag kaynagi tercihen bilesimin enerjisinin % 5
ila % 40"1m, érnegin enerjinin % 20 ila % 30'unu saglamaktadir. Kanola yagi, misir yagi ve

viiksek oleik asit ay¢igegi yagi karisimi kullanilarak uygun bir yag profili elde edilebilir.
Bilesime bir karbonhidrat kaynagi eklenebilir.

Karbonhidratlarin kaynagi, tercihen bilesimin enerjisinin % 40 ila % 80'mni
saglamaktadir. Sakaroz, laktoz, glikoz, fruktoz, misir surubu katilary, maltodekstrinler ve
bunlarm karisimlar: gibi uygun herhangi bir karbonhidrat kullanilabilir. Istenirse diyet lifi de
eklenebilir. Diyet lifleri, enzimler tarafindan sindirilmemis ince bagirsaktan geger ve dogal
bir madde ve laksatif olarak islev gérmektedir. Diyet 1ifi, ¢ozlinebilir veya ¢dziinmez olabilir
ve genellikle iki tipin bir karigimi tercih edilmektedir. Uygun diyet lifleri, soya, bezelye,
yulaf, pektin, guar zamki, kismen hidrolize guar zamki, arap zamky, fruktooligosakkaritler,
asidik oligosakkaritler, galaktooligosakkaritler, sialillaktoz ve hayvan siitlerinden tiiretilen
oligosakkaritlerdir. Tercih edilen bir lif karisimi, kisa zincirli fruktooligosakkaritlere sahip
bir iniilin kansimidir. Tercihen, eger lif mevcutsa, lif icerigi tiiketilen bilesimin 2 ila 40 g /1

arasinda, daha tercihen 4 ila 10 g/ | arasindadir.

Bilegim ayrica, USRDA gibi Devlet organlarmin tavsiyelerine uygun olarak eser
elementler ve vitaminler gibi mineraller ve mikro-besinler de icerebilir. Ornegin, bilesim
giinliik verilen dozlarda asagidaki araliklarda asagidaki mikro besinler icerebilir: - 300 ila

500 mg kalsiyum, 50 ila 100 mg magnezyum, 150 ila 250 mg fosfor, 5 ila 20 mg demir, 1 ila

5
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7 mg ¢inko, 0.1 ila 0.3 mg bakir, 50 ila 200 ng ivot, 5 ila 15 pg selenyum, 1000 ila 3000 pg
beta karoten, 10 ila 80 mg C Vitamini, 1 ila 2 mg Vitamin B1, 0.5 ila 1.5 mg Vitamin B6, 0 5
ila 2 mg Vitamin B2, 5 ila 18 mg niasin, 0.5 ila 2.0 pg Vitamin B12, 100 ila 800 ng folik asit,
30 ila 70 pg biyotin, 1 ila 5 pg Vitamin D, 3 ila 10 pg Vitamin E.

Istenirse bir veya daha fazla gida smifi emiilsiyonlastirici; &megin mono- ve
di-gliseritlerin diasetil tartarik asit esterleri, lesitin ve mono- ve di-gliseritler bilesime dahil

edilebilir. Benzer sekilde uygun tuzlar ve stabilizatérler dahil edilebilir.

Bilesim, drnegin siit veya su ile yeniden birlestirme i¢in bir toz formunda, oral ve /

veya enteral olarak uygulanabilir.

Mevcut bulusun tercih edilen bir uygulamasina gére, bilesim en az bir baska tiirde

baska gida sinifi mikroorganizma igermektedir.

"Gida simfi" mikroorganizmalar, gidalarda kullanom i¢cin  glivenli olan

mikroorganizmalardir.

Gida simft mikroorganizmalar tercihen gida smifi bakteri veya gida simfi mayadir.
Gida smifi bakterileri, laktik asit bakterileri, bifidobakteriler, propiyonibakteriler veya
bunlarmn karisimlarindan olusan gruptan secilebilir. Gida smifi maya olarak, &rnegin

Saccharomyces cerevisiae ve / veya Saccharomyces boulardii kullanilabilir.
Gida simifi bakteriler probiyotik bakteriler olabilir.

"Probiyotik", konakgilarin saghgi veya iyiligi lizerinde faydali bir etkiye sahip
mikrobiyal hiicre preparatlart veya mikrobiyal hiicre bilesenleri anlamina gelmektedir.
[Salminen S, Ouwehand A. Benno Y. et al "Probiotics: how should they be defined” Trends
Food Sci. Technol. 1999:10 107-10 (Salminen S, Ouwehand A. Benno Y. ve ark.
"Probiyotikler: nasil tanimlanmahdir" Trends Food Sci. Technol. 1999: 10 107-10)].

Probiyotik  bakteriler  tercithen laktik  asit  bakterileri, bifidobakteriler,
propiyonibakteriler veya bunlarin karigimlarindan olusan gruptan secilmektedir. Probiyotik
bakteriler, yerlesik probiyotik o6zelliklere sahip herhangi bir laktik asit bakterisi veya
bifidobakteri olabilir. Ornegin, bifidojenik bagirsak mikrobiyotalarmm gelisimini de

destekleyebilirler.

Uygun  probiyotikler — Bifidobacterium, Lactobacillus,  Streptococcus  ve
Saccharomyces veya bunlarin  karigimlary, 6zellikle Bifidobacterium  longum,
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus thamnosus, Lactobacillus

paracasei, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius,



10

15

20

25

30

Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii ve Lactobacillus reuteri veya bunlarin
karigimlarindan olusan gruptan secilebilir; tercihen Lactobacillus johnsonii (NCC533;
CNCM 1-1225), Bifidobacterium longum (NCC490; CNCM [-2170), Bifidobacterium
longum (NCC2705; CNCM 1-2618), Bifidobacterium lactis (2818; CNCM 1-3446),
Lactobacillus paracasei (NCC2461; CNCM 1-2116), Lactobacillus rhamnosus GG
(ATCCS53103), Lactobacillus rhamnosus (NCC4007, CGMCC 1.3724), Enterococcus
faecium SF 68 (NCIMB10415), ve bunlarn karisimlarindan olusan gruptan secilebilir.

Mevcut bulusun tercih edilen bir uygulamasmda, bilesim ayrica en az bir prebiyotik
icermektedir. "Prebiyotik", bagirsaklarda probiyotik bakterilerin gelisimini desteklemeyi

amaglayan gida maddeleri anlamma gelmektedir.

Prebiyotikler bu sekilde bagwrsaklarda bazi probiyotik bakterilerin, o6zellikle de
probiyotik bakterilerin gelisimini destekleyebilir ve boylece Bifidobacterium longum ATCC
BAA-999'un etkisini arttirabilir. Ayrica, bazi prebiyotikler, dérnegin sindirim lizerinde

olumlu bir etkiye sahiptir.

Tercihen prebiyotik, oligosakkaritlerden olusan gruptan ve istege bagli olarak fruktoz,
galaktoz, mannoz, soya ve / veya iniilin, diyet lifleri veya bunlarin karisimlarini iceren
gruptan secilebilir.

Bifidobacterium longum ATCC BAA-999, hem canli bakteri hem de inaktive edici

replikasyonu olmayan bakteriyel tiirler olarak kullanilabilir.

"Cogalmayan" ifadesi, klasik kaplama metotlar: ile canli hiicrelerin ve / veya koloni
olusturma birimlerinin tespit edilemeyecegi anlamina gelir. Bu klasik kaplama yontemleri
mikrobiyoloji kitabinda 6zetlenmistir: James Monroe Jay, Martin J. Loessner, David A.
Golden. 2005. Modern food microbiology. 7th edition, Springer Science, New York, N.Y.
790 p (James Monroe Jay, Martin J. Loessner, David A. Golden. 2005. Modern gida
mikrobiyolojisi. 7. baski, Springer Science, New York, NY 790 s.). Tipik olarak, yasayabilir
hiicrelerin yoklugu su sekilde gdsterilebilir: agar plakalar1 izerinde goriiniir koloni yok veya
farkli bilyiime bakterivel preparatlarla ("replike olmayan" drnekler) inokiilasyondan ve
uygun kosullar altinda inkiibasyondan sonra sivi biiylime ortaminda tiirbidite yoktur (en az

24 saat boyunca acrobik ve / veya anaerobik atmosfer).

Bifidobacterium longum ATCC BAA-999'un en azindan bir kKisminin bilesimde canli
olmasi ve tercihen bagirsakta canli kalmasi tercih edilmektedir. Bu sayede bagirsakta
kalabilirler ve ¢gogalmalariyla etkinliklerini artirabilirler. Ayni zamanda, komensal bakteriler

ve / veya konakg1 ile etkilesime girerek de etkili olabilirler.
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Ornegin, dzel steril gida Griinleri veya ilaglar i¢in, Bifidobacterium longum ATCC
BAA-999'un kompozisyonda replikasyonu olmayan bir formda bulunmas: tercih edilebilir.
Bu nedenle, bu bulusun bir uygulamasinda, Bifidobacterium longum ATCC BAA-999'un en

azindan bir kismi, bilesim iginde cogalmamaktadir.

Terapotik uygulamalarda, bilesimler hastaligin semptomlarini ve komplikasyonlarim
en azindan kismen iyilestirmek veya durdurmak i¢in yeterl bir miktarda uygulanmaktadair.
Bunu gergeklestirmek icin yeterli bir miktar "terapidtik olarak etkili bir doz" olarak
tammmlanmaktadir. Bu amag i¢in etkili olan miktarlar, hastaligin siddeti, hastanmn agmrhig1 ve

genel durumu gibi teknikte uzman kisilerce bilinen bir dizi faktére bagh olacaktir.

Profilaktik uygulamalarda, bulusa gore bilegimler, bir hastalifa yakalanma riskini en
azindan kismen azaltmak igin yeterli bir miktarda belirli bir hastalifa yatkin veya baska bir
sekilde risk altinda olan bir hastaya uygulanmaktadir. Boyle bir miktar "profilaktik etkili bir
doz" olarak tanimlanmaktadir. Yine, kesin miktarlar, hastanin saglik durumu ve kilo gibi

hastaya 6zgii bazi faktorlere baghdir.

Genel olarak, Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 terapitik olarak etkili bir
dozda ve / veya profilaktik etkili bir dozda uygulanacaktir.

Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 canli bir formda mevcutsa, bu bakterilerin
bagirsaklar1 kolonize edip ¢ogaltabilecegi goz Oniinde bulunduruldugunda herhangi bir

konsantrasyonda teorik olarak etkilidir.

Bu bulusun bilesimi igin, genellikle, bilesimin gilinlikk dozunun, Bifidobacterium
longum ATCC BAA-999'un 10* ve 10" cfu (koloni olusturma birimleri) arasmda olusmas:
tercih edilmektedir. Uygun bir giinliik Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 dozu, 10*
ila 10" cfit, daha tercihen 10* ila 10" cfu'dur.

Mevcut bulusun bilesimi, bilesimin gram kuru agirlii basima 10? ve 10'° cfu, tercihen
107 ila 10° koloni olusturucu birim, daha tercihen 107 ila 10° cfu Bifidobacterium longum

ATCC BAA-999 igerebilir,

Inaktif ve / veya replikasyonu olmayan Bifidobacterium longum ATCC BAA-999
durumunda, bu bulugun bilesiminin, bilesimin kurn agiwhginmm her bir gram igin,
Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 kopyalayici olmayan 10° ve 10 replikasyonu
olmayan hiicreler icermesi tercih edilmektedir. Belirli bir uygun Bifidobacterium longum
ATCC BAA-999 dozu, bilesimin kuru agirhigmn her bir gramu igin 10* ila 10 cogalmayan,

daha tercihen 10° ila 10° cogalmayan hiicredir.

Acikg¢asi, cogalmayan mikroorganizmalar koloniler olusturmamaktadir, sonug olarak,
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hiicreler terimi, kopyalanan bakteriyel hiicrelerin belirtilen miktarindan elde edilen
cogalmayan mikroorganizmalarin miktar1 olarak anlagilmalidir. Bu, inaktive olan,
yasayamayan veya Oli olan veya DNA veya hiicre duvar1 materyalleri gibi fragmanlar

halinde bulunan mikroorganizmalar1 igermektedir.

Bu bulusun bilesimi, 0.2'den daha kiigiik, 6megin 0.19-0.05 arahginda, tercihen

0.15'ten daha kii¢lik bir su aktivitesine sahip olan toz formunda saglanabilir.

Bilesim, rafa dayanikli bir toz olabilir. Diistik su aktivitesi bu raf stabilitesini saglamaktadir
ve probiyotik mikroorganizmanin, érnegin Bifidobacterium longum ATCC BAA-999'un,
uzun depolama siirelerinden sonra bile gegerli kalmasim saglamaktadir. Su aktivitesi veya
ay, bir sistemdeki suyun enerji durumunun Slgimiidiir. Ayni sicaklikta saf su ile bdlinen
suyun buhar basmci olarak tanimlanmaktadir; bu nedenle, saf damitilmis su, tam olarak bir

su aktivitesine sahiptir.

Ek wveya alternatit olarak, probiyotik mikroorganizma Bifidobacterium longum ATCC

BAA-999, kapsiillenmis bir formda saglanabilir.

Bakterilerin kapsiillenmesinin terapétik ve teknik avantajlara sahip oldugu bulunmustur.
Kapsiilleme, bakterilerin hayatta kalmasin1 ve bdylece bagirsaga ulasan canli bakterilerin
sayisini arttiwrmaktadir. Dahasi, bakteriler, bakterinin, hastanin saglig: iizerindeki uzun siireli
hareketine izin vererek yavas yavag serbest birakilmaktadir. Bakteriler, drne§in FR2443247
(Sociéte des Produits Nestlé) dokiimaninda tarif edildigi gibi mikro kapsiillenmis olabilir.

Kisaca, bakteriler dondurularak veya spreyle kurutularak bir jele dahil edilebilir.

Mevcut bulus sahipleri, bu bulusun bilesiminin, hipokampal BDNF ekspresyonunu énemli
olciide arttirmak i¢in basarili bir sekilde kullanilabildigini bulmaya 6zellikle sasirmislardir.
BDNEF (Beyin kaynakli noérotrofik faktor), essiz bir polipeptid bliyiime faktorleri ailesinden
bir biiylime faktoriidiir. BDNF ve diger norotrofik faktorler, érn., NGF (sinir biiyiime
faktérii), NT-3 (norotrofin-3) ve NT-4 (nérotrofin-4), sinir sisteminin sagligi ve iyiligi i¢in
gereklidir.

Bu etki, fonksiyonel bagirsak bozukluklarina karsi gdzlenen etkiyi agiklayabilir.

"Fonksiyonel Gl bozuklugu" terimi, semptomlar agiklayabilen yapisal veya
biyokimyasal bir neden olmaksizin kronik abdominal sikayetler ile karakterize edilen bir

bagirsak rahatsizliklar1 grubunu ifade etmektedir.

Fonksiyonel GI bozukluklari, teknikte uzman kisilerce iyi bilinmektedir ve Longstreth
ve arkadaglari tarafindan, ornegin GASTROENTEROLOGY 2006, 130: 1480-1491

dokiimaninda 6rnek olarak, orta veya alt gastrointestinal sisteme atfedilebilen semptomlari
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olan fonksiyonel gastrointestinal bozukluklar olarak tarif edilmis ve tanimlanmustir.

Fonksiyonel GI bozuklugu, irritabl bagirsak sendromu; fonksiyonel dispepsi;
fonksiyonel kabizlik, fonksiyonel ishal; Fonksiyonel abdominal agri, fonksiyonel siskinlik,
Epigastrik ~ Agr1 Sendromu, Postprandiyal Distress Sendromu veya bunlarin

kombinasyonlarindan olusan gruptan segilebilir.

Bu bulusun konusu tarafindan tedavi edilebilen veya Onlenebilen fonksiyonel Gl

bozukluklar, anksiyeteye bagh fonksiyonel GI bozukluklardir.

Anksiyete, tipik olarak huzursuzluk, korku ya da endiseyle iligkili hos olmayan bir
duyguya yol acan psikolojik ve fizyolojik bir durumdur. Anksiyete drnegin strese verilen
normal bir tepkidir. Bir kisinin is yerinde veva okulda zor bir durumla basa ¢ikmasina
yvardimci olabilir, ancak - asir1 oldugunda- kaygi bozuklugu, anksiyeteye bagl bir grup

tonksivonel GI bozukluklarina neden olmaktadir.

Bulus sahipleri, teori ile sinirlanmaksizin, mevcut bulusun bilesimlerinin etkili oldugu altta
yatan mekanizmanin, muhtemelen biiviik olasilikla psikolojik faktorlerle iliskili olan ¢ift

vonlii mikrobiyal-bagirsak-beyin ekseninin modiilasyonu ile iliskili olduguna inanmaktadir.

Mevcut bulusun diger dzellikleri ve avantajlar1 asagidaki Ornekler ve Sekillerden

kaynaklanmaktadir:

Sekil 1, bir karanhk kutu / parlak kutu testinin sonucunu gostermektedir: parlak kutuda
harcanan toplam siire, parlak kutuya tekrar girmesinin gecikmesi ve Trichuris muris (Tm) ile
enfekte edilen farelerde diismenin gecikmesi. Tm-orta ve Tm-B. longum, swrasiyla taze
ortam (negatif kontrol) ve Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 ile tedavi edilen Tm ile
enfekte edilmis farelerdir; L. rhamnosus (L. rh) susu ile tedavi edilen bir Tm grubu
mukayese i¢cin gosterilmistir.

Sekil 2, bir Trichuris muris {(Tm) ile enfekte edilen farelerin beyin hipokampal bélgesinde in
situ hibridizasyonun sonuglarim gdstermektedir. TM-B. longum, Bifidobacterium longum
ATCC BAA-999 ile tedavi edilen Tm ile enfekte edilmis farelerdir; L. rhamnosus susu ile
tedavi edilen bir Tm grubu karsilastirmasi i¢in gésterilmistir. 35S sinyallerinin &l¢limii,
otoradyograti ve goriintii analizi (sag iist panel) ile yapilmistir.

Sekil 3, Trichuris muris {Tm) ile enfekte edilen farelerde miyeloperoksidaz aktivite testi(sol
panel) ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu (sag panel) ile élgiilen kolonik inflamasyon
iizerinde elde edilen sonuglar1 gostermektedir. Tm-orta ve Tm-B. longum, taze ortam
(negatif kontrol) ve Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 ile tedavi edilen Tm ile
enfekte olmusg farelerdir; L. rhamnosus susu ile tedavi edilen bir Tm grubu karsilastirmas:
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icin gosterilmistir.
Ornekler:

Arac ve yontemler
Bakteri kiiltiirii kosullar:

Probiyotikler (Karsilastirma icin Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 ve L.
rhamnosus NCC4007), Man-Rogosa-Sharpe (MRS, BioMerieux) et suyunda (% 0.5 sistein
ile bifidobakteriler) anaerobik kosullar altinda biiyiitiilmiistiir. 37 °C'de 24 saat sonra, 600
nm'de optik yogunlugun olciilmesiyle bakteri sayisi tahmin edilmistir (1 OD600 = 108
bakteri / mL). Bakteriyel hiicreler 5000 x g'de 15 dakika boyunca 4 °C'de santrifiijleme ile
pellet haline getirilmis ve ayrica harcanan kiiltir ortaminda 10" / mL'lik bir
konsantrasyonda yeniden siispanse edilmistir. 1 mL alikuotlar, kullanilincaya kadar

dondurulmustur.
Hayvanlar:

Erkek BALB/c veya AKR fareleri (Harlan, Kanada), 6-8 vag arast alimlar olmustur ve
McMaster Universitesi Merkez Hayvan Tesislerinde geleneksel olarak spesifik bir patojen
icermeyen Birim icinde barindirilmistir. Tiim deneyler McMaster Universitesi Hayvan

Bakim Komitesinin onayi ile gergeklestirilmistir.
Tasarnm:

Kronik T. muris enfeksiyonu:

Erkek AKR fareleri, T. muris (300 yumurta / fare) (n = 26) veya plasebo (n = 9) ile
gavajlanmistir. Enfekte edilen fareler daha sonra 10 giin boyunca 30. giinden itibaren L.
rhamnosus, B. longum ya da taze MRS ile giinliik olarak temizlenmistir. Enfekte edilmemis
fareler giinliik 30 ila 40 giinliik giinden itibaren taze MRS ile temizlenmistir. Probiyotik
veya plasebo uygulamasinin sonunda, fareler karanlik kutu / parlak kutu ve asagiya cekilme
testlerine tabi tutulmustur. Daha sonra fareler kurban edilmis ve doku ornekleri alinmustir.
Kolon &rnekleri histolojik analiz icin formalin i¢ine sabitlenmis veya MPO tayini igin
donmuslardir. Beyinler, sivi nitrojen i¢ine daldirilarak dondurulmus ve in situ hibridizasyon

icin saklanmustir.
Davrams testi:
Karanhk kutu / parlak kutu:

Anksiyete davranisi, literatiirde tarif edildigi gibi karanhk kutu / parlak kutu
kullanilarak farelerde ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Kisaca, her bir fare, bir agiklik (10x3 cm)
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ile daha kiigiik bir karanlk kutuya (30x15 cm) baglanan ikl parlak kutunun (30x30 cm)
ortasina yerlestirilmistir. Parlak kutudaki her farenin loko-motor davramsi, bir dijital video
kamera ile 10 dakika boyunca kaydedilmis ve bir ¢evrim dig1 analiz i¢cin bir bilgisayarda
saklanmistir. Karartilmis bir gézlemci taratindan parlak bir kutuda gegirilen toplam zaman,
parlak kutuyu yeniden girmek icin gecikme (ilk girdiden sonra karanlik kutuda gecirilen
stire) ve gecit sayist (karanlik kutudan parlak kutuya gecis sayisi) dahil olmak lizere cesitli

parametreler degerlendirilmistir.
Diisiirme testi:

Anksiyete davranisi, literatiirde tarif edildigi gibi adim asagi testi kullamilarak
degerlendirilmistir. Kisaca, her bir fare, bir siyah zeminin ortasma yerlestirilmis
yiikseltilmis bir platformun (3 cm yiiksekliginde 7.5 em) ortasimna yerlestirilmigtir. Kaideden

agag1 inme gecikmesi bir kronometre ile 8l¢lilmiistiir; testin maksimum siires1 5 dk olmustur.
Histoloji:
Kolon &rnekleri % 10 formalinde sabitlenmis ve daha sonra hematoksilen-eozin ile

boyanmustir. Slaytlar, akut ve kronik inflamatuar infiltrat derecesine 151k mikroskobu altinda

incelenmistir.
Miyeloperoksidaz aktivite testi:

Akut intestinal inflamasyonu degerlendirmek igin, daha once tarif edildigi gibi
donmus dokularda miyeloperoksidaz aktivitesi (MPQO) testi yapilmistir. MPO aktivitesi, bir
birim MPO'nun, oda sicakhi@inda 1 dakika icinde 1 pmol hidrojen peroksiti suya
doniistiirebilen enzimin bir miktari olarak tanimlandigi, mg doku basina birim olarak ifade

edilmektedir.
CNS'de in situ hibridizasyon:

Hipokampusta BDNF ve hipotalamusta CRH diizeyleri (paraventrikiiler niikleus),
onceden tarif edildigi gibi donmus beyin kesitlerinde 358 etiketli RNA problar kullamlarak
in situ hibridizasyonlar ile degerlendirilmistir (Whitfield ve ark., 1990; Foster ve ark., 2002).
Kisaca, beyinler ¢ikarilmig ve -60 °C'de 2-metilbiitan iginde daldirilarak hizla dondurulmus
ve -70 °C'de saklanmustir. Kriyostat ile kesilmis 12 um kalinliginda koronal kesitler, jelatin
kapli slaytlar iizerine eritilerek monte edilmis, kurutuldu ve -35 °C'de saklanmigtir. Doku
kesitleri% 4 formaldehit ile sabitlenmis, 0.1 M trietanolamin-HCI iginde % 0.25 asetik
anhidrit ile asetillenmis, pH 8.0, dehidre edilmis ve kloroform ile delipide edilmistir.
Antisens BDNF riboniikleotid probu (Dr. J. Lauterborn ve California Irvine
Universitesi'nden Dr. C. Gall'in hediyesi) ve anti-sens CRH riboniikleotid probu (Dr. James

12



10

15

20

25

30

Herman hediyesi, Cincinnati Universitesi), sirasiyla a-35S-UTP’e (spesifik aktivite> 1000
Ci/mmol; Perkin-Elmer, Boston, MA) sahip Riboprobe Sistemi (Promega Biotech,
Burlington, ON) kullamlarak ve T3 ve T7 polimerazlar kullanilarak dogrusallagtirilmis
plazmitten kopyalanmustir. Radyo-etiketli problar bir hibridizasyon tamponunda (0.6 M
NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, | mM EDTA pH 8.0,% 10 Dekstran siilfat,% 0.01 kesilmis somon
sperm DNA,% 0,05 toplam maya RNA, tip XI, % 0.0l maya tRNA, 1X Denhardt'in
¢Ozimii) seyreltilmis ve beyin béliimlerine (yaklasik 500,000 CPM / kesit) uygulanmustir.
Slaytlar, gece boyunca 55 °C'de nemlendirilmis bir odada inkiibe edilmistir. Probun spesifik
olmayan baglanmasini azaltmak igin, slaytlar oda sicaklifinda 30 dakika boyunca 20 pg / ml
RNaz ¢dzeltisi icinde yikanmis, ardindan her biri 1XSSC'de 50 °C'de, 0.2XSSC'de 55 °ve
60 °C'de yikanmustir. Slaytlar kurutulmus ve otoradyografi icin hava ile kurutulmustur.
Slaytlar ve 14C plastik standartlar 5 giin boyunca filme (BioMax MR; Eastman Kodak,
Rochester, NY) verilen rontgen kasetlerine yerlestirilmis ve gelistirilmistir {Kodak Medical
X-Ray Processor). Beyin bolimlerinin ve standartlarimin otoradyografik film goériintiileri,
QCapture yazilimi (Qicam; Quorum Technologies Inc., Guelph, ON) ve bir Macintosh
bilgisayar tabanli goriintii analiz sistemi ile goriintl yazilimi ile 60 mm'lik bir Nikon lens ile
bir kat1 hal kamera ile dijitallestirilmistir. (http://rsb.info.nih.gov/nih-image). Film boyunca
151k gecirgenligi, monitdriin yapisim Ozetleyerek oOlglilmiistir. BDNF mRNA igin,
transmitans standartlara uygulanan Rodbard egrisi kullanilarak radyoaktivite seviyelerine
déntistiiriilmistiir. CRH mRNA igin, yogunluk dilim &zelligi, hem 151k gegirgenligini hem
de mRNA sinyalinin alanint §lgmek igin kullanilmistir. Hesaplanan DPM daha sonra entegre
yogunluk o&leiimii iretmek i¢in alanla ¢arpilmistir. Resimler dogrudan yakalanan

goriintlilerden yapilmistir.
istatistiksel analiz:

Veriler, ortalama 6 standart sapma ya da uygun olan ¢eyrek aralikli medyalar olarak
sunulmustur. Veriler, iki vénli ANOVA, test veya uygun olmayan eglestirilmis t-testi
kullanmilarak analiz edilmistir. P <0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Sonuclar:

Parazit Trichuris muris ile kronik olarak enfekte olan fareler, iki davranissal testte
anksiyete benzeri davraniglarda bir artig gostermigtir: 1) Karanhk kutu/ parlak kutu testinde,
enfekte olmus hayvanlar, parlak kutuda harcanan zaman iginde bir azalma ve parlak kutuyu
yeniden girmek i¢in gecikme zammuni gostermistir; 2) Enfeksiyon kaideden diisme

gecikmesini artirmstir (Sekil 1). Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 ile tedavi ancak
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L. rhamnosus NCC4007 ile tedavi edilmeksizin, anksiyete benzeri davranisi normale dogru
azaltmigtir. Davrams izerindeki etki, sadece B. longum tarafindan hipokampustaki BDNF
seviyelerindeki Trichuris muris aracili azalmanm normallestirilmesi ile iliskili olmustur
(Sekil 2). Aksine, B. longum ile birlikte L. rhamnosus ile yapilan tedavi, daha énce Trichuris
muris enfeksiyonu ile uyarilan miyeloperoksidaz aktivitesinin  ve mononiikleer
infiltrasyonun azalmasina neden olmustur (Sekil 3); bu da davranisin normallesmesinin

bakterilerin antiinflamatuar etkisinden bagimsiz oldugunu gostermektedir.
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Anksiyete benzeri davranig
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SEKIL 3

Kolonik Enflamasyon
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