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OZET
ANNE SUTUNDE BULUNAN LACTOBACILLUS TURLERININ PCR
YONTEMI iLE ARASTIRILMASI
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Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Yasemin ZER
73 sayfa, Haziran 2020

Bu calismada anne siitiinde bulunan Lactobacillus tiirlerinin PCR yOntemiyle
arastirilmas1 amaglanmigtir. Calismaya yaglart 18-45 arasinda olan, tek saglikli, tam
stireli bir bebek dogurmus olan, laktasyon periyodu 0-240 giin arasinda olan toplam 72
kadin dahil edilmistir. Normal dogum ve sezaryen dogum yapmis olan toplam 72
anneden alinan siit 6rnekleri degerlendirildi. Siit 6rnekleri kolostrum, gecis ve olgun siit
seklinde iic gruba ayrildi. Elde edilen verilerin analizi neticesinde sezaryen dogum
yapan annelerin g¢ekirdek aile yapisina sahip olma orani normal dogum yapanlardan
anlamli sekilde yiliksek bulunmustur. Caligma kapsaminda degerlendirilen tiim siit
orneklerinde Lactobacillus tiirii saptanmistir. PCR testi neticesinde 25 Lactobacillus
spp, 21 L.acidophilus, 36 L.rhamnosus tespit edilmistir. Normal dogum yapan
kadinlardan alian siit 6rneklerinin 9’unda Lactobacillus spp saptanmis olup bunun 8’i
(%88.9) kolostrum, 1’1 (%11.1) de olgun siitte tespit edilmistir. 20 siit 6rneginde
L.acidophilus saptanmis olup bunun 4’ii (%20) kolostrum, 12’si (%60) erken siit, 4’1 de
(%20) olgun siitte tespit edilmistir. 21 siit 6rneginde L.rhamnosus saptanmis olup bunun
4’1 (%19.1) kolostrum, 10°u (%47.6) erken siit, 7°si de (%33.3) olgun siitte tespit
edilmistir. Sezaryen dogum yapan kadinlardan alinan siit 6rneklerinde 16 Lactobacillus
spp saptanmis olup bunun 10’u (%62.5) kolostrum, 5’1 (%31.2) erken, 1’1 de (%6.3)
olgun siitte tespit edilmistir. 1 adet L.acidophilus saptanmis olup bu da kolostrum siitte
saptanmistir. 15 adet L.rhamnosus saptanmis olup bunun 11’1 (%73.3) erken siitte, 4’1
(%26.7) de olgun siitte tespit edilmistir. Normal dogum yapan kadinlardan alinan siit
orneklerindeki L.acidophilus tespit edilme oraninin sezaryen dogum yapan kadinlardan
alinan siit 6rneklerine gére anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Anne Siitii, Lactobacillus, PCR
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INVESTIGATION OF LACTOBACILLUS SPECIES IN BREAST MILK BY
PCR METHOD
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Supervisor: Prof. Dr. Yasemin ZER
73 pages, June 2020

,In this study, it was aimed to investigate Lactobacillus species found in breast milk by
PCR method. A total of 72 women, aged between 18-45 years, who had a single healthy
full-term baby, with a lactation period between 0-240 days, were included in the study.
Milk samples from 72 mothers who had normal delivery and cesarean delivery were
evaluated. Milk samples were divided into three groups as colostrum, transition and
mature milk. As a result of the analysis of the data obtained, the rate of having a nuclear
family structure of mothers who delivered cesarean delivery was found to be
significantly higher than that of normal births. Lactobacillus species were determined in
all milk samples evaluated within the scope of the study. As a result of the PCR test, 25
Lactobacillus spp, 21 L.acidophilus, 36 L. rhamnosus were detected. Lactobacillus spp
was detected in 9 of the milk samples taken from women giving normal birth, 8 of them
(88.9%) were found in colostrum and 1 of them (11.1%) in mature milk. L.acidophilus
was detected in 20 milk samples, 4 (20%) of which were found in colostrum, 12 (60%)
of early milk and 4 (20%) of mature milk. L. rhamnosus was detected in 21 milk
samples, 4 (19.1%) of them were found in colostrum, 10 (47.6%) of early milk and 7
(33.3%) of mature milk. 16 Lactobacillus spps were detected in milk samples taken
from women giving cesarean delivery, 10 of them (62.5%) were found in colostrum, 5
(31.2%) early, and 1 (6.3%) in mature milk. 1 L.acidophilus was detected, which was
detected in colostrum milk. 15 L. rhamnosus were identified, 11 (73.3%) of them were
detected in early milk and 4 (26.7%) of them in mature milk. L.acidophilus detection
rate in milk samples taken from women giving normal birth was found to be
significantly higher than milk samples obtained from women giving cesarean delivery.

Key words: Breast milk, Lactobacillus, PCR



1. GIRIS VE AMAC

Mikroorganizmalarin  hastaliklarla miicadelede kullanilmas1 bazi arastirmacilar
tarafindan uzun yillar 6nce glindeme getirilmis olmakle birlikte bu husus bilhassa son
20-25 yillik donemde ¢ok daha popiiler hale gelmistir. Yapilan aragtirmalar neticesinde
insan viicudunda daha onceden steril oldugu diisiiniilen ¢cogu siv1 ve alan dahil olmak
iizere patojen olmayan yogu bir mikroorganizma varliginin oldugu goriilmiis olup bu
mikroorganizmalar hiicreler ile komensal ve mutualistik bir iligskiyle yasamlarin1 devam

ettirmekte, listlendikleri gorevlerle bir organ gibi islev géormektedirler (1).

Belli bir ekolojik yer ya da ¢evrede bulunan mikroorganizmalar toplulugu
“mikrobiyota” olarak adlandirilir. Insan viicudundaki kommensal, simbiyotik ve
patojenik mikroorganizmalar mikrobiyotay: teskil eder. Mikrobiyota ile ayni manada
kullanilmakta olan “mikrobiyom” kelimesi ise belli bir yerde yasayan mikrobiyotanin
gen havuzunu ve bunlarin ¢evreyle olan iliskisini ifade eder (2,3). Son donemlerde
insan viicudundaki mikrobiyota ve mikrobiyomlarin belirlenmesi molekiiler

yontemlerdeki geligsmelerle son derece hizli ve kolay hale gelmistir (4).

Yakin tarihe dek steril oldugu diisiiniilen anne siitiiniin igerisinde bakterilerin de oldugu
esasen XVII. ylizyildan beridir bilinen bir gercektir (5,6). Klasik olarak anne siitiinde
bakteri varlig1 enfeksiyon gostergelerinden birisi olarak degerlendirilmekle beraber
anne slitiinde patojen olmayan mikroorganizmalarin da oldugunun kabul edilmesi ise
yaklagik 15 yil Oncesine dayanmaktadir (7). Anne siitiinde bakteri analizi ge¢miste
genel itibariyle enfeksiyon durumlarinda yapildigr i¢in patojen olmayan bakterilerin
varligi da anlagilamamistir. Gliniimiizde ise bakterlerin tespitinde kullanilan
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yontemlerde yasanan gelismeler, bilhassa kiiltlirden bagimsiz yontemler ve “-omic”
yaklagimi anne siitiinde tahmin edilenden ¢ok daha fazla bir bakteri cesitliligi oldugunu

gostermistir (5).

Insan anne siiti, bebekler i¢in karbonhidratlar, esansiyel yag asitleri, proteinler,
vitaminler ve mineraller dahil olmak iizere yiiksek miktarda gerekli besin
maddelerinden olusur, bu nedenle bebek beslemenin altin standardi olarak kabul
edilmistir (8-10). Sadece besin kaynagi nedeniyle degil, anne siitiinden kaynaklanan
mikrofloranin transferinden dolay1 bebeklerin hayatta kalmasini ve gelismesini

desteklemede de onemli bir rol oynar (11). Yapilan bazi arastirmalarda anne siitiiniin



bebekler tarafindan sindirilemeyen ancak bebegin mikroflorasinin gelisiminde etkili
olan pek ¢ok besin icerdigi bildirilmistir (12,13). Son yillarda anne siitiinde 200'den
fazla farkli tir tanimlanmistir (14). Anne siitiiniin stafilokoklar, streptokoklar,
bifidobakteriler ve laktik asit bakterileri de dahil olmak iizere bebek bagirsagina siirekli
bir ortak, karsilikli ve ya da probiyotik bakteri kaynagi oldugu gdsterilmistir (11,15-18).
Lactobacillus, Pediococcus ve Lactococcus cinsleri laktik asit bakterilerine (LAB) ait
olup bu cinslerin suglar1 siklikla pek ¢ok gidanin tiretimi ve korunmasinda veya insan ve
hayvanlar i¢in probiyotik olarak kullanilmaktadir (19,20). Probiyotik aktiviteye sahip
LAB genellikle enterik flora olup insan gastrointestinal sisteminin (GIS) ekosisteminde
faydal1 bir yol oynadigina inanilmaktadir. Probiyotikler ile ilgili pek ¢ok tanim olmakla
beraber en ¢ok kabul géren tanimlama 2002 yilinda Diinya Saghk Orgiitii (DSO) ve
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan ortaklasa yapilan tanimlamadir. Buna gore
probiyotikler yeterli miktarlarda uygulandiklarinda tiiketicilerin saghgina fayda
saglayan canli mikroorganizmalardir (21). Bu ozellikler arasinda patojenik olmayan
veya toksik etkileri, temas stabilitesi ve safra asidi ve basak mukozasina yapigma da
dahil olmak {izere, bu mikroorganizmalardan konakg¢iya verim, etkinlik ve fayda
saglamak icin bazi kalite gereksinimleri belirlenmistir (8). Probiyotikler, yeni
doganlarda cesitli hastaliklarin Onlenmesi i¢in en etkili tedavilerden biri olabilir.
Dogumda, bir bebegin gastrointestinal sistemi sterildir ve gastrointestinal sistemin
kolonizasyonu dogumdan hemen sonra enteral beslenmenin baslamasiyla baglar ve
yasamin ilk birka¢ giinii i¢inde iyi yerlesir (22). Emzirilen bebeklerde, Bifidobacterium
ve Lactobacillus cinsi bakterilerinin baskin oldugu ve diger enterik organizmalarin daha
az siklikla bulundugu diisiiniilmektedir (23,24). Tersine, formiil mamayla beslenen
bebeklerde koliformlarin, enterokoklarin ve bakteroidlerin agirlikli olarak barsak
sistemini kolonize ettigi bildirilmistir. Ayrica erken dogmus bebekler anormal
kolonizasyona 0zellikle duyarhidir. Antibiyotik kullanimi, enteral beslenmelerin
gecikmeli baglamast ve yenidogan yogun bakim {initesini dolduran alisiimadik
mikroorganizmalara maruz kalma, anormal kolonizasyon paternlerine yol acabilir.
Gewolb ve ark., (25), son derece diisiik dogum agirlikli bebeklerin gastrointestinal
yolunun, yasamin onuncu giiniinde 3'ten az bakteri tiirli tarafindan kolonize edildigini
ve Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirlerinin daha az diskida bulunabilecegini
bildirmislerdir. Oral probiyotik bakteriler ile beslenme bu kolonizasyon paternini
degistirmenin etkili bir yolu olabilir. Ote yandan, erken dogmus bebeklere probiyotik

verilmesinin  patojenik organizmalarin aswr1 c¢ogalmasint  Onlemek icin faydal
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olabilecegi One siirlilmiistiir. Preterm bebeklerde enteral beslenmeyi arttirmak ve
hastaliklart ve nozokomiyal enfeksiyonlari Onlemek igin probiyotik takviyesi
Onerilmistir. Probiyotik uygulamanin Onerilen yararli etkileri, antienflamatuar
sitokinlerin {iretimini arttiran, proinflamatuar sitokinlerin {iretimini azaltan, barsak
gecirgenligini azaltan ve enteral beslenmeyi arttiran baglanma bdlgeleri ve substrat i¢in
diger organizmalarla potansiyel olarak rekabet etmekten kaynaklanir (26). Ote yandan,
anne siitlinde bulunan ve L. gasseri, L. salivarius, L. rhamnosus, L. plantarum ve L.
fermentum gibi potansiyel olarak probiyotik tiirler olarak kabul edilen bazi laktik asit
bakterilerine artan ilgi vardwr (27). Saglikli kadinlardan elde edilen anne siitiiniin
bebekler igin yaklasik 10°-10* CFU/mL’lik potansiyel bir komensal bakteri kaynagina
sahip oldugu (15,21) ve bu biyolojik sividan izole edilen laktik asit bakteri suslarinin
suslariin, rekabet¢i bir diglama veya bakteriyosinler, organik asitler veya hidrojen
peroksit gibi antimikrobiyal bilesiklerin iiretilmesiyle genis bir patojenik bakteri

spektrumunun biiylimesini dnleme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (15,21).

Bu ¢alismada Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sosyal pediatri poliklinigi bdliimiine
bagvuran, laktasyon doneminde ve galismaya katilmaya kabul etmis ve rastgele secilmis
olan annelerin olgun, gec¢is ve kolostrum siitiinde bulunan Lactobacillus cinslerinin
saptanmasi, ayn1 zamanda dogum sekli (vajinal veya sezaryen), laktasyon siireleri gibi

fizyolojik veya hormonal faktorlarin etkisinin bilerlenmesini amaglanmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anne siitiiniin Ozellikleri ve Yararlari

Anne siitli lizerine gerceklestirilen aragtrmalardan elde edilen kapsamli kanitlar
emzirmenin bebeklerin ve ¢ocuklarin saglikli bliylimesi ve gelismesini saglamada son

derece onemli oldugunu gdstermektedir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bebeklerin ilk alt1 ay boyunca yalnizca anne siitiiyle
beslenmesini, en az iki yasina gelene kadar da diyetin 6nemli bir pargasi olmaya devam
etmesi gerektigini onermektedir. Anne siitii hem beslenme hem de biyoaktif bilesenler
acisindan bilesiminde asir1 degiskenlikle karakterize, kisiye 6zgii bir biyolojik sividir.
Evrimsel bir bakis agisindan, bilesimi zaman i¢inde geliserek bebege dengeli bir
beslenme ve potansiyel bulasict patojenlere karsi koruma saglarken, yenidogan
bagisiklik sistemi gelisimini tamamlar (28). Kompozisyon farkliliklari iizerindeki etkiler
emzirme zamani, gebelik siiresi, anne hastaliklari, genotip ve diyettir (29). Ortalama
protein igerigi, laktasyonun ikinci ila altinct yedinci ayma kadar yavas yavas azalir ve
daha sonra stabilize olur (29,30). Dikkat ¢ekici bir sekilde erken laktasyon boyunca
preterm siit icerigi term siit i¢erigine gore daha yiiksektir (Sekil 2.1) (30). Laktoz icerigi
ozellikle laktasyonun dordiincii ve yedinci aylari arasinda yiiksektir ve daha sonra
azalir. Aksine, laktasyon boyunca yag igerigi artar (31). Protein ve karbonhidrat
fraksiyonunun etkilenmedigi goriiliirken, yag fraksiyonu anne diyetine en duyarli gibi
goriinmektedir (32). Anne siitlindeki, meme bezinde endojen olarak sentezlenen veya
anne plazmasindan alinan spesifik yag asitleri, iki-li¢ giin i¢inde anne diyet yagindaki
degisiklikleri yansitir. Maternal viicut kitle indeksi ayrica insan siitii yag asitlerinin
miktarin1 ve tilirlinii degistirmeye katkida bulunur; 6zellikle, doymus yag asitlerinin
miktar1 ve n-6'min n-3 yag asitlerine orani, asir1 kilolu kadinlarin anne siitiinde, anne

diyetinden de sonra normal kilolu kadinlarin anne siitiinden daha yiiksektir (33).



Protein (g/100 ml)

1.5

1.5
) ' .
0

1. Hafta 2. Hafta 3-4. Hafta 10-12. Hafta

=

a Preterm siit s Term siit

Sekil 2. 1. Preterm ve term siitte protein diizeyi (30)

2.2. Anne Siitiiniin Yapisi

Insan siitii genellikle kolostrum, gecis ve matiir siit seklinde 3 gruba ayrilir. Bununla
birlikte, bu siniflamanin, spesifik siit siniflarin1 gostermek yerine laktasyon asamasina
gbre anne slitiinde meydana gelen kademeli degisikliklere atifta bulundugu dikkate

alinmalidir.

Dogumun ardindan salgilanan ilk siit kolostrum olarak adlandirilir. Kolostrumun
salgilanmas1 4 ile 5 giin arasinda devam eder. Az miktarda salgilanmasina ragmen
icerigindeki normalden fazla olan protein, aktif immiinolojik maddeler ve enerji
sayesinde siit miktar1 bebek i¢in yeterli seviyeye gelene kadar bebegin ihtiya¢ duydugu
tiim gereksinimlerini karsilar (29,34). Icerigindeki IgA ve barsak epitelinin direncini

arttirict maddeler sayesinde bebegi enfeksiyonlardan korur (35).

Gegis siitli dogum sonrast 5-15. giin arasinda iiretilmekte olan siittiir. Gegis siitiinde
kalori ve yag igerigi yiiksekken protein miktar1 ise diisiiktiir. Olgun siit olarak
adlandirilan ve ilk 2 haftanin ardindan salgilanan siitiin ise bobrek soliit yiikii ve proteini
diistiktiir. Buna karsin olgun siit retina ve beyin gelisimi agisindan 6nemli olan uzun

zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri yoniinden zengindir (35).



Matiir siit dogumdan sonraki 15. giinden sonra salgilanmakta olan siit olup yaklasik
%90’1 su geri kalan kismi ise bilylime ve enerji agisindan gerekli olan protein, yag ve
karbonhidratlar icermektedir. Matiir siit beyaz renkli olup dansitesi 1031, pH degeri ise
6.97 civarindadir. %7 oraninda laktoz, %4.5 oraninda yag, %0.3 oraninda tuz ve 650
kalori igermektedir (35). Matiir siit ilk 6 ay boyunca bebegin besin ihtiyacin1 herhangi
bir ek gidaya ihtiya¢ duymadan tek basina karsilar (35).

2.3. Anne Siitiiniin Bilesenleri

Anne siitii bebegin dogumdan sonraki ilk 6 aylik donemde ihtiya¢ duydugu protein, yag,
karbonhidrat, vitamin, mineral ve sudan meydana gelen besinleri icermektedir. Kolay
sindirilebilir ve bu nedenle de verimli bir sekilde kullanabilir 6zellikteki anne siitli ayn1
zamanda bebegin olgunlasmamis olan immiin sistemini destekleyip gii¢lendiren,
dolayisiyla da enfeksiyonlara karsi koruyucu etkiye sahip olan biyoktif faktorlerle
birlikte besinlerin sindirilmesini ve emilimini kolaylastiran diger faktorleri de

icermektedir.
2.3.1. Proteinler

Anne siitiindeki toplam protein 1.1 g/dl iken bu oran inek siitiinde 3.2 g/dl’dir. inek
stitiiyle karsilastirildiginda nispeten diisiik protein oranina sahip olmasina karsin anne
stitiintin biyolojik degeri olduk¢a yiiksek olup ilk alt1 ay boyunca bebegin protein
ihtiyacin1 tek basina karsilamaktadir. Igeriginde bulunan proteinin %6011 whey
proteini olusturur. Biyolojik degeri yiiksek ve ayni zamanda sindirimi de kolay olan
whey proteinlerinin biiyiikk boliimii “alfa-laktalbumin”dir. Sindirimi zor olan kazein
boliimiiniin anne siitlindeki orani inek siitiine kiyasla daha disiiktiir. Whey
proteinlerinin biiylik kism1 enfeksiyonlara karsi bebegi koruyan antiefektif proteinlerdir.
Laktoferrin, salgisal immiinglobulin A ve diger immiinglobulinler, lizozim, niikleotidler

ve biiyiime etkenleri bagisiklikta 6nemli rol oynamaktadir (36,37).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore ortalama protein gereksinimleri ilk ii¢ ay igin 3.3
g/kg, sonraki li¢ ay i¢in 2.6 g/kg, bunu takip eden ii¢ ay i¢in 2.1 g/kg ve ilk yilin son {i¢
ay1icin 1.7 g/kg olarak onerilir.



2.3.2. Karbonhidratlar

Ana karbonhidrat, 6zel bir siit sekeri laktozu, bir disakarittir. Anne siitii, 100 ml basina
yaklagik 7 gr laktoz igermektedir. Anne siitiinde bulunan bir bagka karbonhidrat tiiri,

enfeksiyona kars1 6nemli koruma saglayan oligosakkaritler veya seker zincirleridir (38).

Viicutta minerallerin emilimini artiran laktoz beynin gelisiminde de rol alir. Bunu spinal
kord ve beyinde galaktolipitlerin yapisina girerek gerceklestirir. Anne siitii biiyiik
miktarlarda galaktoz ve glikoz gibi basit sekerlerin yanm sira oligosakkaritler ile diger
bazi kompleks karbonhidratlar1 da biinyesinde barindirir ki bunlar ¢ocugun
enfeksiyonlardan korunmasina yardimci olur. Anne siitiinde protein ve aminoasitlere
bagli bulunan karbonhidratlar (glikopeptidler ve glikoproteinler), Lactobacillus
bifidus’un biiyiimesini uyardigindan “biiylime faktorii” veya “bifidus faktor” olarak da
adlandirilirlar. Bu faktor anne siitii ile beslenen bebeklerin barsaklarindaki bakteriyel

florada yogundur (38).
2.3.3. Yaglar ve Yag asitleri

Anne siitii, siitte bulunan enerji igeriginin nerdeyse yarisini saglamaktadir. 100 ml siit
yaklagik olarak 3.5 gram yag igermektedir. Yag kiicik damlaciklar seklinde
salgilanmakta olup beslenme ilerledik¢e miktar1 da artmaktadir. Anne siitii yaglar diger
siitlerde olmayan uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri (dokosaheksaenoik asit,
DHA) ve arasidonik asit (ARA) icermektedir. Bu yag asitleri ¢ocugun noérolojik
gelisiminde son derece dnemlidir. Bazi bebek mamalarina DHA ve ARA eklenmesine

karsin bunlar anne siitii kadar etkili olmayabilir (39).
2.3.4. Mineraller

Sodyum, potasyum ve kalsiyum gibi maddeler anne siitiinde serbest iyonlar seklinde
bulunmaktadir. Bunlar disindaki mineraller ise kompleks bilesikler olarak bulunurlar.
Igerigindeki potasyum iyonlar1 sodyum iyonlarindan fazla olan anne siitii bu dzelligi
sayesinde intraselliiler sivilar ile uyumluluk arz eder. Diisiik sodyum iyon igerigi
bebegin olgunlasmamis olan bobrek fonksiyonlar: i¢in de uyumludur. Anne siitiindeki
kalsiyum orani inek siitiiniin yaklasik %4l kadar olmakla beraber anne siitiiyle beslenen
cocuklarda yag emiliminin daha yiiksek oranda gerceklesmesi, barsak pH’min asit

nitelik tagimasi, fosfor diizeyinin diisiik olmasi gibi unsurlar kalsiyumun emilimini



arttirrr. Anne siitlinde bulunan kalsiyumun yaklagik %55°lik kism1 emilmekte olup bu
oran inek siitii ya da inek siitilyle hazirlanan mamalarda ise %38 dolayindadir. Anne
stittindeki demir orani diisiik olmasina karsin (0.2-0.8 mg/dl) biyoyararlilig: ise olduk¢a
fazladir. Diger gidalarda ve inek siitiinde demirin yaklasik %5-10’luk kismi emilmekte
iken anne siitiinde ise emilim orant %50 dolayindadir. Anne siitii ile beslenen

cocuklarda bu sebeple ilk 6 ay boyunca demir eksikligi gézlenmez (37,40).
2.3.5. Vitaminler

Anne siitlinlin vitamin konsantrasyonu annenin vitamin seviyeleri ile iligkili olup
annede vitamin eksikligi olmasi1 durumunda bebekte de eksiklikler goriilebilir. Bu
durum bilhassa tiamin (B1), riboflavin (B2) ve B6, B12, E ve A vitaminleri i¢in
gecerlidir. Bu nedenle laktasyon siiresince uygun doz vitamin destegi onerilmektedir

(41).
2.3.6. Biiyiime Faktorleri

Anne siitiinde yer alan biiylime faktorleri basta merkezi sinir sistemi, sinir sistemi ve
solunum sistemi olmak iizere ¢ogu sistemin gelismesine etki eder. Sinir biiyiime
faktorli, meme kaynakli biiylime faktorii, epidermal biiylime faktori, insiilin benzeri
biiyiime faktorii, fosfoetanolamin, eritropoetin, interferon ve taurin gibi faktorler anne

stitlinde yer alan ve bu 6nemli gérevleri yerine getiren biiyiime faktorleridir (40).
2.3.7. Hormonlar

Anne siitiinde yag sindiriminde rol oynayan lipaz, meme bezlerinde siit lipidlerinin
sentezinde rol oynayan lipoprotein lipaz, anti-bakteriyel etkiye sahip olan, laktoz
sentezinde gorevli olan galaktozil transferaz, tiyosiyanat, hidrojenperoksit gibi ¢ok

sayida aktif enzim vardir.

Lipazin lipidleri hidrolize ugratmasi neticesinde Entemoeba histolitica, Trichomonas
vaginalis, Giardia lamblie enfestasyonlarina mani olur (36,42,43). Tiim bunlarin yani
sira anne siitii igeriginde kalsitonin, parathormon, Ostrojen, prolaktin, progesteron ve

kortikosteroidler gibi ¢ok sayida hormon bulunmaktadir (43,44).
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2.3.8. Siv1

Stit hacminin yaklagik %85-95’1 su olup su aliminin artmasmin siit iiretimini
artiracagina yonelik yaygin bir inan¢ soz konusudur. Ancak bunun laktasyon iizerinde

herhangi bir etkisinin bulunmadigi ifade edilmektedir.
2.3.9. Iimmunoglobulinler

Anne siitiinde 5 ana immunoglobulin ailesi bulunmaktadir. Plasentay1 gecebilen tek tip
IgG’dir ve bu grup immiin sistemi spesifik viral kaynakli enfeksiyonlara kars
korumaktadir. Aslinda dogum esasinda IgG diizeyi bebek ve annede hemen hemen ayni
oranda bulunur fakat sadece pasif immuniteyi saglamaktadir. Plasental bariyeri
gecemeyen IgA ile IgM fetiis tarafindan iretilirler 6zellikle IgM 2 yas civarinda
yetiskinlikteki seviyeye ulagsmaktadir. IgM’nin rolatif olarak diisiik seviyede bulunmasi

bebegi enterik enfeksiyonlara karsi daha hassas hale getirmektedir (45).

IgG ve IgM serumdakinden daha diisiik oranda bulunurken anne siitiinde en fazla
bulunan immunoglobiilin tiirii IgA’dir. IgA’ nin salgisal bileseni bu antikorun sindirim
enzimleri ve gastrik enzimler tarafindan yikilmasmi engellemektedir (46). SIgA bu
sekilde gastrointestinal sistemdeki (GIS) proteolitik enzim ve pH degisikliklerine
direngli hale geldigi igin yikilmadan GIS mukozasini enfeksiyonlara karst oldukga etkili
bir sekilde koruyabilmektedir. Anne siitii ile beslenen bir ¢ocuk giinde 0,5 gr SIgA
almaktadir. Bu deger hipogammaglobulinemili bir hastaya verilen miktarin yaklasik elli
katina denk gelmektedir. Ozetle; salgisal IgA; GIS basta olmak iizere solunum yollart

ile goz enfeksiyonlarina kars1 koruma saglamaktadir (47).
2.3.10. Laktoferrin

Anne siitii, gozyasi, tiikkriik, semen ve l6kositlerde yiiksek diizeyde bulunan laktoferrin
demir baglayan bir glikoproteindir. Inek siitiinde 0.2 gr/lt bulunurken kolostrumda

kolostrumda 0,5-1 gr/It civarinda bulunmaktadir (48).

GIS enfeksiyonlari {izerinde nemli rol oyanayan laktoferrin dier koruyucu proteinler
ile birlikte sinerjik lokal olarak etki edip, antibakteriyal ve antiinflamatuvar aktivite
gostermektedir. Demiri baglayarak dokularda antoksidan 6zelligi de gdsteren laktoferrin
bakteriostatik Ozellie de sahiptir. Ciinkii bircok mikroorganizma biiylimek ve

cogalmak icin demire ihtiya¢ duymaktadir. Ancak laktoferrin demiri tuttugu icin
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bakterilerin ¢ogalmasini da baskilamis olmaktadir. Enterik demir emilimini sagladigi

icinde E.coli dahil bir cok enteropatojenik enfeksiyon olusumunu 6nlemektedir (49).
2.3.11. Laktoperoksidaz

Okisdatif mekanizmalara bagli olarak bakterileri 6ldiiren peroksizdaz enzimleri,
peroksidaz aktivitesi seklinde tiikiiriik, gbzyasi, bronsial sekresyonlar, intestinal
sekresyonlar ve siit gibi bircok ekzokrin bez salgisinda bulunmaktadir. Anne siitiinde
bulunan koruyucu proteinlerden biri olan laktoperoksidaz, aslinda bir siit peroksidazidir.
Laktoperoksidazlarin en O6nemli gérevi meme bezinde mikrobiyal invazyon uzerine

koruyucu etki gostermesidir (45).
2.3.12. Lizozim

C-lizozim ve g-lizozim olmak f{izere iki gruba ayrilan lizozim, anne siitii basta olmak
lizere bir¢cok canlmin siitiinde bulunmaktadir. Ancak her tiirde farkli lizozim tiirleri
bulunmaktadir. Ornegin anne siitiinde sadece c-lizozim var iken inek siitiinde her iki

grup lizozim bulunmaktadir (50).

Lizozim; bakteri hiicre duvarinda bulunan peptidoglikanlar1 pargalayarak glikosidik

bagin olusumunu 6nlemekte ve bu sekilde bakterilerin 6lmesini saglamaktadir (48).

Kolostrumda oldukga yiiksek oranda bulunan lizozim; IgA ve laktoferin ile fonksiyonel
olarak yakimn iligki icinde bulunmaktadir. Ornegin lizozim ile IgA E. coli iizerine birlikte
etki etmektedir ya da askorbat ve peroksit ile birlikte lizis etkisi gostermektedir. Son
olarak; lizozim antienflamatuvar gibi davranarak nétrofillerin hasar goren dokuya

gbclinili engellemektedir (45).
2.3.13. immiin Hiicreler

En fazla kolostrumda bulunan l6kositlerin biiylik ¢ogunlugunu nétrofiller meydana
getirmektedir. Memeyi enfeksiyonlardan korudugu tahmin edilen nétrofiller ayrica

bebegin barsaklarinda fagosit gibi davranarak immiinolojik yanit meydana getirirler

(51).

Notrofillerden sonra bulunan diger grup ise makrofajlardir. Kolostrumdaki lokositleirn

yaklasik % 40°n1 meydana getiren makrofajlar, notrofillerden daha aktiftirler (48).
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Anne siitiindeki 16kositlerin % 10’u ise lenfositler meydana getirmektedir. Bu
lenfositlerin % 20 ise antikor iireten B lenfositlerdir. Geriye kalani ise T lenfositlerdir. T

lenfositleri, enfekte hiicreleri 6ldiirerek giiclii bir bagisikligin olusmasini saglarlar (51).
2.3.14. Adezyon Molekiilleri

Integrinler, selektinler, immunoglobulin siiper ailesine dahil adezyon molekiilleri ve
kaderinler olmak iizere dort grupta incelenen adezyon molekiilleri; her hiicrenin
kendisine 6zgii olan dokuya yonlenmesinde, birbirlerini tanimalarinda, hiicre biiytimesi

ve farklilagsmasi ile inflamasyonda rol almaktadirlar (52).

Yenidogan1 GIS ve solunum yollar1 hastaliklarina karsi koruyan bu molekiiler anne
stitiinde 6nemli miktarda bulunurlar ve immiinmediator olarak fonksiyon gormektedirler

(53).

Immiin reaksiyon riskinin yiiksek oldugu ilk zamanlarda yenidogan igin hayati rol
oynayan adezyon molekiilleri inflamatuar reaksiyonlar ile ¢dlyak, gibi bazi sitokin ve
solubl reseptorlerle kronik inflamasyonun neden oldugu belirgin hastaliklar1 baskilarlar.
Bunlara ek olarak biiylimeyi hizlandirarak immiin = sistem matiirasyonun
tamamlanmasin1 ve akciger, barsak gibi i¢ organlarin gelisiminde olumlu yonde rol

oynarlar (54).

Adezyon molekiilerinden biri olan hiicre-hiicre adezyon molekiilii (CEACAM-1); meme
morfonegenenezi i¢in ¢ok dnemli bir protein olup yenidoganin intestinal yapilarindan

anne siitiindeki lipid molekiillerinin emilmesini de saglarlar (52).
2.3.15. Diger Anti Infektif Faktorler

Anne siitiindeki kortizol, epidermal biiyiime faktorii, sinir biiylime faktorii, insiilin
benzeri biiyiime faktorii ve somatomedin C mukozal faktorii gibi molekiiller bir engel

olusturmak suretiyle mikroorganizmalarin invaze olmalarini engellerler (55).

Interferon: Lokositlerce iiretilmekte olan en onemli anti-infektif ajan olup giiclii

antiviral etkinlige sahiptir (45).
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Bifidus faktor: Barsak flosarinda bulunan Lactobacillus bifidus ile Gram pozitif
basillerin ¢ogalmasin1 tetikleyerek patojen mikroorganizmalarin  ¢ogalmasini

engellerler.

Fibronektin: Kendine 6zgii antikoru olmayan mikroorganizmalarin fagosite edilmelerini

artirmaktadir (48).

Graniilosit koloni uyarict faktoér (G-CSF): Lokosit iiretimi igin gerekli olan en denmli
molekiillerden biridir. Term ve Preterm bebekleirn anne siitiinde dogumdan 6 hafta
sonraya kadar G-CSF saptanabilir. Formiile edilmis mamalara eklenen G-CSF’nin
sadece %5’1 barsaklarda kalirken anne siitii ile alinan G-CSF’nin yaklasik %851

barsaklardan emilmektedir (49).

Oligosakkaritler ve bunlarin glisinli bilesimleri: Reseptdr anologu olarak gdrev yapan
oligosakkarti ve tiirevleri zararli bakterilerin GIS ve solunum yollar1 mukozasina

baglanmalarini ve kolonilesmelerimi engelleyerek infeksiyonlardan korurlar (56).
2.4. Mikrobiyota

Insanoglu 3.8 milyon yildir mikroorganizmalarin oldugu bir biyosferde yasamakta, 10
bin yildir da biyosferi etkilemektedir. Bu zaman diliminde insanoglu ayni zamanda i¢
biyosferini, yani mikrobiyotasint meydana getiren orgamizmalart da etkilemektedir
(57). Son donemlerde mikrobiyom ve mikrobiyota kavramlarinin yaygin olarak
kullanilan kavramlar oldugu goriilmektedir (58). Mikrobiyota insanlar ile beraber
yasamini siirdiiren 6zel tiirlerin tamamini ifade etmekte iken mikrobiyom ise insanlar ile
kommensal oalrak yagamini siirdiiren mikroorganizmalarin tasidiklar: genleri ifade eder

(58).

Mikroorganizmalar arasindaki ve mikroorganizma-konak arasindaki iligkiler
mikrobiyom ¢aligmalariyla incelenebilir (59-61). 2007 yilinda 300 katilimciyla
basglatilan insan mikrobiyom projesiyle viicuttaki biitiin mikroorganizmalarin
belirlenmesi, mikrobiyomdaki degisikliklerin hastaliklar ile iliskili olup olmayacaginin

arastirilmasi amaglanmistir (62).

Insan mikrobiyotasinda bakteriler basta olmak iizere viriisler, mantarlar ve ¢ok sayida
okaryotik mikroorganizma bulunur (62). Insan viicudunun bakteri genomu insan

genomuna kiyasla 150 kat fazladir (59,61). Insan ve mikrobiyal genom birlikteligi
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“hologenom” olarak adlandirilir (63). Genom {istiinliiklerinin yani sira insan viicudunda
bulunan mikroorganizma sayis1 insan viicudundaki hiicre sayisindan 10 kat daha
fazladir (64). Diger bir ifadeyle ortalama bir insan %10 insan ve %90 mikrobiyal

hiicrelerin birlesminden meydana gelen bir siiperorganizmadir (holobiont) (63).

Insanlarda mikrobiyotanin saglik ve hastalik durumlarinda énemli rolii séz konusudur.
Bu baglamda mikrobiyota bir organ olarak nitelendirilebilir. Bagta barsak mikrobiyotasi
olmak tizere insan viicudundaki mikrobiyota immiin hiicrelerin olgunlagmasini ve
immiin sistemin fonksiyonlarinin normal gelisimlerini tesvik etmek icin gereken
sinyalleri saglayarak, sindirilmemis karbonhidratlar1 absorblayarak, fermentasyon
yaparak ve pek ¢ok kompleks mekanizmalar ile diizenler (65). insan mikrobiyotasinin
omemli bir boliimii sindirim sistemi basta olmak tizere deri, solunum sistemi ve
genitoiiriner sistemde kolonizedir. Sindirim sistemi oldukca genis yilizey alanit ve
mikroorganizmalar agisindan olduk¢a zengin ve cesitli besin Ogelerine sahip
oldugundan mikrobiyota kolonizasyonu agisindan en ideal ortamdir. Bu sebepten otiirii

de kolon insan viicudundaki mikroorganizmalarin %70 ten fazlasini barindirir (64).
2.4.1. Bebeklerde Intestinal Mikrobiyotanin Olusumu ve Gelisimi

Insanlarda sindirim sistemi mikrobiyotast dogumun hemen ardindan olusmaya baglar
(66). Intestinal sistem fetal dénemde steril olarak kabul edilir (67). Bununla birlikte son
donemlerde gergeklestirilen caligmalar sonucunda intrauterin ortamda da bakterilerin
varlig1 gosterilmis olup bu kolonizasyonun mekonyum kolonizasyonu olabilecegi
diistiniilmektedir. Mekonyumdaki vakteri varligi anneden bebege annenin barsak
mikrobiyotasindan gecise baglanmaktadir. Bu da dogumdan oOnce infant

mikrobiyotasinin sekillenmesinde etkilidir (68).
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Sekil 2. 2. Intestinal mikrobiyotanin olusumu (68)

Bebeklerde barsak mikrobiyotasinin sekillenmesinde dogum seklinin oldukga etkili
oldugu bildirilmektedir. Normal dogum (vajinal dogum) ile diinyaya gelen bebeklerde
yenidogan vajinal kanalda bulunan pek ¢ok mikroorganizmayla karsilasmakta olup bu
sekilde barsak mikrobiyotasi olusurken sezaryen dogum ile diinyaya gelen bebegin
barsak mikrobiyota kompozisyonunun ise deri mikroorganizmalar1 ile benzer bi¢imde
olustugu goriilmiistiir (66). Barsak mikrobiyotasinda kolonize olan ilk tiirler
Escherichia coli ve Streptococcus sp gibi fakiiltatif anaeroblar olup daha sonra ise
barsakta oksijen oranindaki diisiise bagli olarak zorunlu anaeroblar kolonize olmaya
baslamaktadir (69). Mikrobiyotanin dogum sonrasi erken kolonizasyon doneminde
sekillenmesinde diyet (anne siitii, formiil mama), infantil donemde antibiyotik kullanimi

ve hijyenik ¢evre sartlarmin etkili oldugu bildirilmektedir (67).
2.4.2. Mikrobiyota Gelisimi

Hastaliklarin  gelisiminde mikroorganizmalarin nedensel role sahip oldugunun
anlagilmasi tip ve insanlik tarihi agisindan 6nemli doniim noktalarindan birisi olarak
nitelendirilebilir. Fakat bu durum arastirmacilarca mikrooranizmalarin hastaliklara karsi
korunmadaki etkisinin incelenmesini uzun bir siire geri planda birakmistir.
Mikroorganizmalarin hastaliklara karsi koruyucu etkiye sahip oldugu uzun zaman 6nce

cesitli arastirmacilarca giindeme getirilmis olsa da bu konu o6zellikle son 20 yillik
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donemde daha popiiler hale gelmeye baslamistir. Bu durum neticesind de daha 6nce
insan viicudunda steril oldugu diisiiniilen ¢ogu s1vi ve alan da dahil olmak {izere yogun
bir patokenik olmayan mikroorganizma varligmin oldugu goriilmiistiir. Bu
mikroorganizmalar viicut hiicreleriyel komensal ve mutualistik bir iliski dahilinde
yasamlarini devam ettirmekte olup yerine getirmis olduklari goérevler goz Oniinde

bulunduruldugunda bir organ gibi islev gdrmektedirler.

Mikrobiyota belirgin bir ekolojik yer ya da ¢evredeki mikroorganizmalar toplulugudur.
Mikrobiyotayr  insan  viicudundaki  komensal, = simbiyotik = ve  patojenik
mikroorganizmalar olusturur. Cogunlukla mikrobiyota kelimesinin yerine kullanilan
mikrobiyom kelimesi ise belli bir yerde yasamakta olan mikrobiyoyanin gen havuzunu
ve nunlarin ¢evreyle olan iligkisini ifade eder (70,71). Son donemlerde mikrobiyota ve
mikrobiyomlarin tespit edilmesi bilhassa molekiiler yontemlerde yasanan gelismeler

sonucunda son derece kolay hale gelmistir (72).

Yetiskinlerin kisiye O6zgii fakat sabit bir intestinal mikrobiyotas: vardir. Genellikle
Bacteroides ve Firmicutes’lerin oldugu anaerob bakterilerden meydana gelen barsak
mikrobiyotas1 basta beslenme olmak {izere metabolik, fizyolojik, immiinolojik ve ndral
fonksiyonlarda rol oynar (70,73). Dolayisiyla da mikrobiyota iceriginde meydana elen
degisiklikler insan saglig1 iizerinde ciddi etkiye sahiptir. Giiniimiizde tip II Diabetes
mellitus, obezite, astim, alerji ve atopik hastaliklar, inflamatuvar barsak hastaligi,
nekrotizan enterokolit ve ateroskleroz gibi bulasici olmayan ¢ogu hastaligin barsak

mikrobiyotasiyla siki iligki igerisinde oldugu gosterilmistir (70,72,74-78).

Bilhassa bebeklik donemi mikrobiyotas: gastrointestinal sistem mukozasiin gelismesi
ve olgunlasmasinda Onemli rol oynamaktadir (79). Aym1 zamanda anne siitiine
atfedilmekte olan ¢ogu yararin bilhassa basta bifidobakteriler olmak iizere icerdigi
mikrobiyotadan ileri geldigi gorilmistiir (80). Yakin zamana dek steril oldugu
diisliniilen anne siitiiniin esasen icerisinde bakterilerin de oldugu 17. yiizyildan beridir
bilinmektedir (81,82). Genel olarak anne siitiinde bakteri varlig1 enfeksiyon gdstergesi
olarak degerlendirilmekle beraber anne siitiinde patojenik olmayan mikroorganizmalarin
oldugunun kabul edilmesinin {lizerinden ¢ok fazla zaman ge¢memistir (83). Gegmis
yillarda anne siitiinde yapilan bakteri analizleri ¢ogunlukla bir enfeksiyon durumunda
yapildig1 i¢in patojen olmayan bakterilerin varligi anlagilamamis iken gilinlimiize ise

bakterilerin tespitinde kullanilan yontemlerde yasanan gelismeler, bilhassa da kiiltiirden
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bagimsiz yontemler ve “-omic” yaklasimi anne siitiinde tahmin edilenden ¢ok daha fazla

bakteri ¢esitliligi oldugunu gostermistir (81).

Her ne kadar mikrobiyota olusumu dogun dncesinde baglasa da esas itibariyle yasamin
ilk 3 yillik doneminde sekillenmekte ve beslenme sekli bebegin saglikli mikrobiyotaya
sahip olmasinda 6nemli rol oynamaktadir (72). Daha sonraki siiregte dnemli oranda
sabit kalan mikrobiyota, yashlikla birlikte bir miktar degismektedir (73). Dogumda basit
bir miktoorganizma toplulugu seklinde gelisen insan mikrobiyotas1 yetigkinlikte
oldukca biiyilk bir mikroorganizma ekosistemi haline gelmektedir (84).
Mikroorganizmalar ile yasamin ilk donemlerinde temasin 6nemi bilhassa son 20 yillik
donemde ciddi sekilde arastirilmig olup yapilan bu arastirmalar sonucunda mikrobiyota
gelisiminin gelecekteki saglik durumunun 6nemli belirleyicilerinden birisi oldugu

bildirilmistir (70,85,86)
2.4.2.1. Dogum Oncesi Mikrobiyota Gelisimi

Anne siitlinde oldugu gibi gecmiste amniyos sivist ile anne karnindaki ortamin ve
fetiistin de steril oldugu, ilk bakteriyel kolonizasyonun bebegin dogum kanalina gecisi
sirasinda meydana geldigi diistiniilmekte idi (70,79). Fakat amniyos sivisinda, gobek
kordonu ve mekonyumda cesitli bakterilerin izole edilmesiyle bu yaklagim degismistir.
Yapilan caligmalarda annenin gastrointestinal mikrobiyotasiyla karsilagsmasinin ve
kolonizasyonun fetal donemde basladigi, mikroorganizmalarin plasental olarak transfer

edilip barsak mikrobiyotasinin gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir (72,77,79).

Gebelikle birlikte anne viicudunda yasanan bazi degisiklikler ile beraber mikrobiyota da
farklilagir. Bilhassa intestinal ve siitbezlerinde bulunan mikrobiyotanin degistigi,
gebelin son donemlerindeki anne siitiinde ¢esitli bakterilerin bulundugu bildirilmistir.
Konu iizerine gergeklestirilen bazi arastrmalarda gebelik ve laktasyon donemlerinde
annenin intestinal mikrobiyorasindaki bakzerilerin intestinal immiin hiicrelerle iligkili
bir mekanizmayla siit bezlerine ulastig1 belirtilmektedir (82,87). Anne mikrobiyotasiin
bebege gecisine iliskin bilgiiler sinirli olmakla beraber anne intestinal mikrobiyotasinda
bulunan bakterilerin dendritik hiicreler araciligi ile meme dokusuna tagindigi ileri

siiriilmektedir (83).

Gastrointestinal, vajinal ve anne siitli mikrobiyotasinda annenin diyeti etkildir (79).

Gebelik doneminde antibiyotik ve probiyotik kullanimi annenin, dolayisiyla da bebegin
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mikrobiyotasini etkilemektedir (75). Ayn1 zamanda elektif sezaryenle dogum, fizyolojik
stres ve ¢esitli hormonlarin bulunmamasindan 6tiirii anne siitline mikrobiyota ge¢isini
negatif olarak etkiledigi ifade edilmektedir (88). Ayni zamanda sezaryen dogumun
normal dogumda dogum kanalindan gecerken maruz kalmman vajinal ve intestinal
bakterilerle temasi etmemesine bagli olarak mikrobiyota gelisimini negatif yonde
etkiledigi bildirilmistir (80). Bu durum dikkate alindiginda bebege sadece annenin cilt
mikrobiyotasinin aktarildig1 soylenebilir. Sezaryen dogumla diinyaya gelen bebeklerde

astim ve alerji gelisiminin daha fazla olusu da bu durumla izah edilebilir.
2.4.3. Anne Siitii Mikrobiyotasi

Anne siitli bebegin biliylime ve gelismesi i¢in gerekli protein, yag, karbonihidrat,
vitamin ve mineraller ile su igermektedir. Bunun yan sira bebek sagligi acgisindan
gerekli olan baz1 biyoaktif bilesenlere de sahiptir (87). Cok sayida farkhi
mikroorganizmay1 barindiran anne siitii mikrobiyotasi en dnemli biyoaktif bilesenlerden
birisidir (76,82). Son donemlerde konu iizerine gergeklestirilen calismalarda anne
siitiinde 200’iin tizerinde bakteri filotipi oldugu gdsterilmistir (87,89-92). Cografi
yerlesim ve kullanilan analiz yonteminden bagimsiz olarak anne siitiinde en fazla
Stafilokok ve Streptokoklar oldugu bildirilmistir. Anne siitiiniin asil mikrobiyotasi
olarak adlandirilacak olan siirh tiirdeki mikroorganizma biitlin mikrobiyotanin
%350’sini olugturmakta iken geriye kalan %50’si ise anneye 6zgii olup ¢evre kosullarina

gore degismektedir (87).

Annenin saglik durumu, yasanilan c¢evre, diyet, obezite, immiinolojik durum,
gestasyonel yas, dogum sekli, antibiyotik kullanim1 ve laktasyon asamasi gibi faktorler

anne siitii mikrobiyotasinin etkileyen baslica faktorlerdir (94-96).
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Sekil 2. 3. Erken mikrobik temasi diizenleyen faktorler ve barsak kolonizasyonu (70)

Bebeklerde saglikli mikrobiyota gelisimi anne mikrobiyotasinin saglikli olmasiyla
iliskilidir (78). Konuyla ilgili ¢caligmalarda anne siitiindeki mikroorganizmalarin bebegin

mikrobiyotasinin gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir (97,98).

Martin ve ark. (99) tarafindan anne siitiiniin ve vajinanin yenidoganin barsak
kolonizasyonu iizerine etkisinin incelenmesi amaci ile bes anne siitii, vajinal siirtintiileri
ve bebekleirn feceslerinde bulunan Laktobasil gruplarmi karsilastirilmistir. Calisma
neticesinde vajinal 6rneklerde saptanan bakteri tiirlerinin hi¢ biri anne siitii 6rneklerden
saptanmamis iken fecesteki birkag tiir ise anne siitiinde tespit edilmistir. Murphy ve ark.
(92) yapmis olduklar1 ¢calismada ilk ii¢c ay ve 10. ayda anne siitiiyle bebek feceslerini
karsilagtirmiglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda her ikisinde de ortak bakteri tiirlerinin
bulundugu goriilmiistiir. Calismalardan elde edilen sonuglar anneden bebege emzirme
vasitastyla dikey bakteri ge¢isi oldugunu, bunun da bebegin barsak mikrobiyotasinin

gelisimini etkiledigi soylenebilir.

Anne siitii mikrobiyotasinin bebege gecisi son derece karmasik ve gelismis siiregler
sonucu ger¢eklesmektedir (96). Bilhassa ilk 3-4 aylik donem mikrobiyota gelisimi
acisindan son derece onemlidir (80). Annenin vajinal, fekal ve cilt mikrobiyotasindan
gecen bakterile yenidogan barsaginda koloniza olan ilk mikroorganizmalardir (72,75).
Normal dogumla diinyaya gelen bebegin mikrobiyotast ilk olarak dogum kanalindan
gecis esnasinda bebe aktarilan Stafilokok, Streptokok ve E.coli gibi fakiiltatif anaerob
bakterilerden olusur. Bu bakteriler ¢ogalarak birka¢ giin sonra anaerob ortam
olusturmaktadir ki bu ortam anne siitiinden bebege gecen ve sadece anaerob ortamda
iireyebilen Bacteroides ve bifidobakterilerin kolonizasyonu ve dominant hale gelmesine
imkan tanr (78,83,86). Yapilan caligmalarda anne siitii almayan yenidoganlarin
barsaklarindaki bakteri ¢esitliliginin daha fazla, bifidobakterilerin miktarinin ise daha az

oldugu bildirilmistir (80,100).

Anne siitiiniin kesilmesi ve/veya ek gidaya baslanmasi bebek barsagindaki bakteri
kolonizasyonunda ciddi bir degisiklige sebep olur. Bifodobakteri ve Enterobacteriace’de
azalma gerceklesirken Bacteroides, Clostridium ve Ruminococcus bakterilerinde ise
artis gerceklesir. 12-30 ay arasinda ise gittik¢e yetiskin barsak kolonizasyonuna benzer
bir mikrobiyotaya sahip olunur. Ug yas dolayinda barsak mikrobiyotasi hemen hemen

yetiskin ile ayn1 hale gelir (72,86) (Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4. Bebek ve cocuk barsaginda mikrobiyal kolonizasyon asamalari (72)

Anne siitlinde mikroorganizmalarin olmasi ve bunlarin bebekler agisindan faydali
ozelliklere sahip olmasi “anne siitli probiyotik midir” sorusunu akillara getirmektedir.
Bode ve ark. (87) bu sorunun cevabinin evet oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar
¢1kis noktasi olarak Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Gida ve Tarim Orgiitiiniin (FAO)
2001°de ortaklasa yapmis olduklar1 “yeterli diizeyde verilmesi halinde konakg¢iya saglik
acisindan yararli olan canli mikroorganizma” seklindeki probiyotik tanimindan ziyade
Nobel 6diillii bilim insan1 Dr. Ilya Mechnikov’un bundan yaklagik 100 yil once
probiyotik gidalar kullanarak gastrointestinal mikrobik topluluklarin manipiile edilmesi
ile saghgin gelistirilebilecegi ve yasam siiresinin uzatilabilecegine iliskin savini baz

almislardir.
2.4.4. Anne Siitii Mikrobiyotasinin Kaynag

Anne siitiinde bakteri varliginin anlagilmasinin ardindan bu bakterilerin nereden geldigi
sorusu akillara gelmistir. Bu konuyla ilgili yapilan ilk ¢alismalarda meme cildinde yer
alan mikroorganizmalarin emme esnasinda siite gecisinden kaynakli oldugu ileri
stiriilmiis iken bazi arastirmacilar da bebek oral mukozasinda yer alan bakterilerin siite
gectigini ileri siirmiislerdir (97). Ilk dénemlerde bebegin oral mukozasinda bulunan bu
mikroplarin dogum kanalindan gecis esnasinda bebege gectigi ileri siiriilmekte idi.
Emme sinrasinda bir miktar siitiin siit kanallarina geri dondiigliniin bilinmesi bu goriisiin
kabul edilmesine katki saglamistir (80,81,96). Bununla beraber anne siitiinde
cogunlukla barsak ortamu ile ilgili olan ve aerobik bdlgelerde yasayamayan anaerobik
bakteri hiicrelerinin ya da DNA’sinin tespit edilmesi siitle iligki bakterilerin orijinine

iliskin farkli goriislerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Zira anaerob ozellikte olan
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bifidobakterilerin oksijen stresine karsin bebegin agzindan annenin meme cildine
transferi pek miimkiin goriilmemektedir (81). Bu yeni goriise gore bakteriler “entero-
mammary-pathway” olarak adlandirilan endeojen bir yolla ane barsagindan meme

dokusuna ulasir (101) (Sekil 2.5).

Sekil 2. 5. Anne siitiindeki bakterilerin kaynaklar1 (101)

Yukarida belirtilen goriisiin ¢ikis noktasini Martin ve arkadaglarinin (102) yapmis
oldugu calisma olusturmustur. Arastirmacilar ilgili c¢alismada anne siitiindeki
bakterilerin meme cildinde bulunan bakteriler ile degil anne ve bebegin fekal
mikrobiyotasiyla ayni oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar yapmis olduklar: bu
calismada anne siitiiyle beslenen sekiz  bebegin  agiz  siirlintilleri  ve
fecesleriyleannelerinin siitinden, meme areolasindan ve cildinden almigm olduklar
ornekleri incelemislerdir. Yapilan inceleme sonucunda biitiin 6rneklerde laktik asit
bakterisi izole edildigini bildirmislerdir. Fakat meme cildinde bulunan laktik asit
bakterilerinin RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA) profilinin diger 6rneklere
gore farkli oldugu tespit edilmistir. Bunun neticesinde anne siitiinde laktik asit
varliginin siitlin meme cildi ¢evresiyle kontamine olmasindan kaynakli olamayabilecegi,
endojen bir kokene sahip olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Enteromammary Pathway olarak
adlandirilmakta olan mekanizmada dendritik hiicrelerin 6nemli islevlere sahip oldugu
ileri siitiilmektedir. Bu goriise gore dendritik hiicreler 6rnek bakteri numunesi almak
is¢in dogrudan liimenden barsak epiteline yayilabilmektedir. Bunun yani sira barsak
epitelyum hiicreleri arasinda siki baglant1 noktalarin1 agabilmekte, epitelyum Otesine
denritler aracilif1 ile uzanip epitelyum biintiiliigii bozulmaksizin direkt olarak bakteri

ornekleyebilmektedir. Bakteriler dendritik hiicrelere baglandiktan sonra mukoza ile
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iligkili lenfosit sistem igerisindeki monosit dolasimi yolu ile siit bezleri de dahil baska

bolgelere gidebilmektedir (87).
2.4.5. Anne Siitii Oligosakkaritleri

Anne siiti  bebek mikrobiyotasina bakteri saglamanin yan1 sira intestinal
mikrobiyotasinin gelisimi i¢in de bakterilere besin saglamaktadir. Anne siitiinde en fazla
bulunan {iglincli molekiil grubu oligosakkaritlerdir. Bu molekiiller bebegin sindirim
sisteminde bulunan bakterilerin ¢cogalmasina katki saglar. Bebeklerde siit glikaninin
sindirimi i¢in gerekli enzimler bulunmadigindan bu karbonhidratlar barsaklarin alt
kisminda sindirilemezler. Burada bebegin barsak mikrobiyotasinin bazi iiyelerince
tilketilebilirler. Bazi bifidobakterilerin anne siitii oligosakkaritlerini etkin olarak
kullanabilme becerisi s6z konusu olup bu durum anne tarafindan siit oligosakkaritlerinin
iiretilmesinin bebegin barsaginda bu bakter grubunun varligin1 garantilemek adina bir

strateji olabilecegini diisiindiirmektedir (80,100,103).

De Loez ve ark. (104) yapmis olduklar1 ¢aligmada anne siitiindeki oligosakkaritlerin
prebiyotik etkiye sahip oldugu ve infant mikrobiyotasinin sekillenmesinde 6nemli rol
oynadigin1 bildirmislerdir. Anne siitii alan iki yenidoganin fekal Ornek serilerinin
incelendigi bu calismada fekal bakteri popiilasyonunun yasamin ilk hgaftasinda
baslangicta anne siitii oligosakkaritlerini tiiketmeyen Enterobacteriaceae ve
Staphylococcaceae’den  olustugunu, daha sonraki gilinlerde ise anne siitii
oligosakkaritlerinin tliketen Bacteroidaceae ve Bifidobacteriaceae grubu bakterilerin
yogunlagtigi tespit edilmistir. Bununla birlikte fekal Orneklerdeki anne siitii
oligosakkaritlerin miktarinin miktarmin baslangicta artma egiliminde, daha sonra ise
azalma egiliminde oldugu saptanmistir. Coppa ve ark. (105) da benzer sekilde bir aylik
laktasyon siiresinden sonra analiz ettikleri infant fecerlerinde bulunan bifidobakteri
sayisinin anne siitiiniin oligosakkarit igerigi ile pozitif korelasyona sahip oldugunu
bildirmislerdir. Anne siitiiniin belirtilen bu 6zellikten 6tiirii ilk ve en 6nemli prebiyotik

oldugu ifade edilmektedir (106,107).
2.5. Beslenmenin Barsak Mikrobiyotasi Uzerine Etkileri

Barsak mikrobiyotasiyla besin alimi arasinda karsilikli ve kuvvetli etkilesim oldugu
kabul edilmektedir. Barsaktaki mikroorganizmalarin bazi vitaminlerin sentezini, bazi

besin bilesenlerinin degradasyonunu etkileyebildigi, diger bir ifadeyle mikrobiyotanin
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beslenme Tlizerindeki etkileri olduk¢a uzun zamandir bilinmektedir. Fakat insan
mikrobiyom projesinin barsak mikrobiyotasiyla ilgili saglamis oldugu bilgilerle
mikrobiyotay1 etkilen faktorlere yogunlasilmis ve bu baglamda beslenmenin

mikrobiyota tizerindeki etkilerine yonelik ¢alismalara hiz verilmistir (108).
2.6. Anne Siitiiniin Barsak Mikrobiyotasina Etkisi

Mikrobiyota iizerinde etkili olan diyetsel ilk faktdr anne siitii alma durumudur. Ciinkii
bebeklerin barsak mikrobiyotasinin olusumunu etkileyen en énemli unsurlarin baginda
anne siitliniin oldugu kabul edilmektedir. Anne siitii, prebiyotikleri (anne siitii
oligosakkaritleri) ve probiyotikleri (Lactobacillus, Bifidobacterium) bir arada igeren
sinbiyotik bir besindir (105). Anne siitiindeki oligosakkaritlerin, lizozomlar, antikorlar,
laktoferrin ve sitokinlerin barsak Bifidobacterium sayisinda artisa neden oldugu
bilinmektedir (34). Yalnizca ann siitilyle beslenen bebeklerin barsaklarindaki
Lactococcus diizeyinin formiil mamayla beslenenlere kiyasla daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bunun yani sira hem anne siitii hem de formiil mamayla beslenen bebeklerin
ise yalnizca formiil mamayla beslenen bebeklerle benzer mikrobiyota icerigine sahip

oldugu goriilmiistiir (109).

Anne siitiiniin ardindan ek besinlere gecis doneminde secilen besinler ile beslenme
modeli mikrobiyotanin sekillenmesindeki diger Onemli faktorlerdir. Belirtilen bu
donemde ayma gore uygun ve dogru besinlerin bebeklere verilmesiyle barsak bakteri
cesitliliginde artis, bakteri kompozisyonunda da degisim baglar. Barsak
mikrobiyotasinin 2-3 yaslarinda yetiskin mikrobiyota kompozisyonu ile ayni oldugu

kabul edilir (110).
2.7. Anne Siitiiniin Prebiyotikleri ve Probiyotikleri

2.7.1. Probiyotik Mikroorganizmalar

Probiyotik kelimesi “Pro” ve “biota” olmak {izere iki kisimdan meydana gelmekte olup
“yasam i¢in” anlamina gelir. Antibiyotik teriminin anlam olarak karsitidir (111).
Probiyotikler saglik agisindan yararli, canli bakteri iceren yiyeceklerdir (112).
Probiyotik 6zellikteki mikroorganizmalarin insan sagligina olumlu etkileri ilk kez Rus
aragtirmact Elie Metchnikoff tarafindan 1908°de ortaya atilmistir. Metchnikoff, Bulgar

koyliilerinin daha uzun yasam omriine sahip olduklarimi gézlemlemis olup bu durumun
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neden kaynakli oldugunu arastirdiginda ise yogurt tikketme oranlarinin oldukga yiiksek
oldugunu gormistiir. Yogurt lizerine incelemer yaptiginda da canli bakteriler ile
karsilasmis olup bu bakterileri Lactobacillus bulgaricus olarak adlandirmistir (114).
Laktobasiller gilinlimiizde en yaygmn kullanilan probiyotikler olup (115) formiil
mamalarda, probiyotik ilaveli siitlerde ve bazi farmasdtik preparatlarda

bulunmaktadirlar (116).

Viicudumuzun yaklagtk 2m*’si deri, 300 m®*’si mukozal yiizeyle kaphdir (117). Bu
yiizey viicudu yaklasik 10'* mikroorganizmadan ayirir (111). Gastrointestinal sistemin
mukozal yiizeyi akciger ylizeyine gore kiiciik olmasma karsilik fonksiyonu ise
karmagiktir (115). Floranin temel kaynagi dogum esnasinda yutulan annenin vajinal ve
fekal florasidir (118). Prebiyotik tedavisinin barsak savunma bariyerini mikrobiyal

ekoloji ile tesvik ettigi diisiintilmektedir (119).

Probiyotik mikroorganizmalar patojen ve toksik olmama, insan kaynakli olma, mide
asidi ve safraya kars1 direngli olma, barsa hiicre epiteline tutunabilme, gastrointestinal
sistemde geg¢ici koloni olusturabilme, dogal floraya uyum saglayabilme, antimikrobiyal
salg1 iiretebilme ve konake¢i saghigina olumlu katki saglayabilme ozelliklerine sahip

olmalidir (120).

Probiyotikler patojenik mikroorganizmalar1 inhibe etme ya da ortadan kaldirma isini
pek ¢ok mekanizmayla gergeklestirir. Bunlar; laktik asit sentezleyerek liimen pH’sini
diistirmek, antimikrobiyal mikrosin, hidrojen peroksit ve serbest radikaller sentezleme,
reseptorlere tutunarak ve besin kaynaklari i¢in rekabet etmek, koruyucu miisin

olusumunu tesvik etmek, sekretuar IgA yapimini1 uyarmak seklinde siralanabilir (121).

Probiyotiklerin biiyiik boliimii non-patojenik mikroorganizmalardir. Laktobasiller,
bifidobakteriler ve Enterkoklar gibi sindirim sisteminde dogal olarak bulunurlar.
Bununla birlikte son donemlerdeki ¢aligsmalar sonucunda L.rhamnosus ve L.paracasei
gibi probiyotik mikroorganizmalarin olas1 potansiyel patojeniteleri oldugu saptanmis
olup iirlin uygulamalarinda kullanilacak olan probiyotik mikroorganizmalarin (Tablo

2.1) bu nedenle dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi gerektigi ifade edilmistir (115).
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Tablo 2. 1. Ticari Olarak Kullanilan Probiyotik Suslar1 (111)

Lactobacillus suslar:

Bifidobacterium suslan

L. acidophilus

B. bifidum

L. casel

\B. breve

L. fermentum

\B. lactis

L. gasseri

B. longum

L. johnsonii
L. lactis
L. paracasel

Mayalar

L. plantarum

\Saccharomyces boulardii

L. reuteri

L. rhamnosus

L. salivarius
Streptococcus suslan
S. thermophilus

Tablo 2. 2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (122-126)

Cinz Thir
Akkermansia Akkermansia mnciniphila
Bactllus Bacillus cerens, Bacillus clansii, Bacillns coagulans,
Bacillus laterosporus, Bacilins lenms, Bacillns lcheniformis, Bacillus
polvfermenticns, Bacilinz puniinz, Bacillns subriliz
Bacrertordes Bacrerioider anplophiins, Bacterioides capilins,
Bacterioides suis, Bacterioides nnjformis
Bacrerioides ruminicola,
Bifidobacrerium Bifidobacterinm adolescentiz. Bifidabacterinm animaliz
Bifidobacterinm bifidum, EBifidobacterinm breve,
Bifidobacterinm carennlamm, Bijfidabacterinm infanis, Bifidobacrerinm lactiz,
Bifidobacrerivm longnmy Bifidobacterinm thermophilum
Enterococcus Enmterococens fascalis, Enterococcns fecinm
Eschertchia scherichia coli MNissla 1917
Lactobactllus Lactobacilin: acidophilns, Lactobacilins breviz,
Lacrobacilins bulgaricns, Lacwbacillns casei
Lactobacilinz cellobiozus, Lactobacilinz erizpatus
Lactobacillns crovams, Lactobacillus delbrneckii, Laciobacilluz fermentum,
Lactobacilin: helveticus, Lacwobacilinz gasseri. Lactobacillnz jenhzonii,
Lactobacillns plantarum, Lactobacillns rentert,
Lactobacillns rhanmosns. Lacrebaciilus salivarins
Lacrococcus Lactococcns lactis ssp. Lactis
Lenconostoc Lenconostor miesenteroides s5p. Mesenteroides
Pediococcus FPediococons cerevisiae. Pediococens acidilactici.
Fediococons pentasacens
Peprostreprococcus Feprosireprococons produciis
Proprombacrertim FPropionibacrerinm jensenii. Propionibacrerinm shermanii,
Fropionibacrerinm frendenreichii
Streprococcus Strepiococcns intermedins, Sirepiococons sangniz
Streprococens mitis, Streprococons salivarins,
Streprococens thermaphilnz, Strepiococens oraliz
Kiifler Azpergiilnz niger. Azpergilinz oryzas
Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Saccharonyees bonlardii
Candida iorulopsis

Probiyotik mikroorganizmanin tipi (tiir,

metabolitler, gidada bulundugu miktar

cins, sus), canli veya Olii olusu, irettigi

ve yasayabilirligi; konak¢inin genotipik
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ozellikleri, barsak mikroflorasi ve fizikokimyasal Ozellikleri probiyotiklerin yararl
etkilerini gostermede 6nemli faktorlerdir. Ayrica susun adaptasyonu ve probiyotik olma

potansiyeli de onemli faktorler arasinda yer almaktadir (127).

Probiyotikler ¢cogunlukla yogurt, kefir, kimiz, peynir gibi fermente siit iriinlerinde
starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Probiyotik yogurt iriinlerinin satist ilk olarak

1980’lerde Avrupa’da goriilmiistiir (128).
2.7.2. Probiyotik Mikroorganizmalarin Etki Mekanizmalar

Probiyotikler, barsak yiizeylerine tutunup kendilerine ekolojik bir yasam alani
olusturarak besin maddelerini kullanir ve boylece rekabet ortami olusturarak
patojenlerin gelisimlerini siirlandirirlar. Ayrica, asetik asit ile laktik asit gibi ¢esitli
organik asitler iiretip pH’y1 diigiirerek ve belirli kosullar altinda hidrojen peroksit ile
bakteriyosinler iireterek de diger bakterilerin gelismesini engellerler. Probiyotiklerin
olumlu etkisi yalnizca gastrointestinal yolla sinirlt olmayip, ¢esitli besleyici ve terapotik
etkiler sagladiklar1 da bilinmektedir. Bu bakterilerin katilimiyla birlikte meydana gelen
enzimatik hidroliz ile lipidlerin ve proteinlerin biyolojik olarak kullanilabilirliklerini
artirmakta ve gida maddelerinin alerjenikligini diisiirmektedirler. Ornegin, laktozu
sindirebilmekte ve fermente siit {irlinlerinde laktoz seviyesini diislirerek laktoz
intolerans1 semptomlarini azaltmaktadirlar. Bunlara ilaveten, probiyotikler serum
kolesterol seviyesini diisiirmede, diyarenin tedavisinde ve engellenmesinde,
Helicobacter pylori enfeksiyonunun ve enflamatuar barsak hastaliginin kontroliinde
etkili olup, ¢esitli antikarsinojenik ve antimutajenik etkiler de gostermektedirler. Elde
edilen bulgulara gore, probiyotiklerin yaralarin iyilesme silirecinde olumlu etkileri
oldugu, bebeklerde yapilan deneylerde probiyotik kullaniminin ishali, kolik agrisini,
alerjik hastaliklar1 ve solunum ile ilgili rahatsizliklar1 azalttig1 ve bagisiklik sistemini
giiclendirdigi bildirilmektedir (123,129-131). Probiyotiklerin etki mekanizmalart Sekil
2.6’da gortilmektedir.
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Sekil 2. 6. Probiyotiklerin etki mekanizmalari (132)

(a) Patojen mikroorganizmalarla rekabet ederek ylizeye tutunum, (b) Antimikrobiyal maddelerin iiretimi,
(c) Besin maddeleri ve biiyiime faktorleri igin rekabet, (d) Intestinal epitel hiicreye tutunumun artmasi, (e)
Epitel bariyer fonksiyonunun artmast, (f) Immiin sistemin uyarilmasi (Ig A {iretiminin artmasi) /Figure 2.
Mechanisms of action the probiotics (a) Adherance to surface by compete with pathogenic
microorganisms, (b) Production of antimicrobial agents, (c) Competition for nutrients and growth factors,
(d) Increased adherence to intestinal epithelial cell, (¢) Increased epithelial barrier function, (f)
Stimulation of the immune system (increased Ig A production)

Probiyotik bakterilerin insan sagligi ve beslenmesi iizerinde Onemli terapdtik ve

diyetetik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir.
2.8. Gastrointestinal Hastalhiklar

Daha once de ifade edildigi gibi yapilan c¢alismalar sonucunda probiyotik
mikroorganizmalarin saglik ag¢isindan pek ¢ok faydali etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir (133). Probiyotikler gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinin tedavisi ve
onlenmesi amaciyla insan normal barsak florsainin yeniden olusturulmasi i¢in her giin

daha da fazla kabul géormektedir (121).

Laktoz Sindirimine katkisi: Laktoz sindirim bozuklugu eriskin popiilasyonun yaklasik
%75’ini etkileyen bir durumdur (134). Saviano ve arkadaslar tarafindan 1984 yilinda
yapilan bir ¢aligmada laktor intoleransi olanlarda laktozun yogurttan siite oranla daha
kolay absorbe edilebildigi tespit edilmis olup bu durumun olas1 nedeninin ise yogurt
bakterilerince laktozun intraliiminal sindirimi oldugu bildirilmistir (135). Zubillaga ve

ark. (136) tarafindan yapilan ¢alismada probiyotik olarak Laktobasil igeren {iriin
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tilketilmesinin beta-glukoronidaz, nitrorediiktaz ve azonitrorediiktaz gibi fekal bakteri
enzimlerinin aktivitesini azalttigi bildirilmistir. Bu duruma bagl olarak barsak
mikroflorasinin hizli bir bicimde adapte olarak ince barsakta sindirilemeyen laktozun

onemli bir kismin1 metabolize edebilecegi ifade edilmistir.

Zubillaga ve ark. (136) probiyotik olarak Lactobasil igeren iirlinlerin tiiketiminin beta-
glukoronidaz, nitrorediiktaz ve azonitrorediiktaz gibi fekal bakteri enzimlerinin
aktivitesini azalttigin1 rapor etmislerdir. Buna bagli olarak da kolon mikroflorasinin
hizli bir sekilde adapte olarak ince barsakta sindirilemeyen laktozun biiylik bir

bdliimiinii metabolize edebilecegi belirtilmektedir.

Ishal: Gelismekte olan iilkelerde 5 yas altindaki gocuklarda en onemli saglk
sorunlarindan ve Olim nedenlerinden birisidir (137). Cogunlukla diskinin normal
seklinin kaybolmasi, miktar ya da diskilama sikligmin artmasi seklinde
tanimlanmaktadir (138). Bilhassa enfeksiyoz ishaller gelismekte olan iilkelerde onemli
halk saglig1 sorunlarindan birisi olup ¢ocuk 6liim nedenleri arasinda da ilk siralarda yer
almaktadir (139). Inan¢ ve ark. (118) gelismekte olan iilkelerde 6nemli mortalite
nedenleri arasinda yer alan ishalin tedavisinde probiyotik kullaniminin faydal
olabilecegini ifade etmistir. Guandalini ve ark. (140) tarafindan 10 Avrupa iilkesindeki
13 merkezde gergeklestirilen ¢alismada 1-36 aylik olan 140’1 plasebo grubu, 147’si
L.rhamnosus GG (LGG) grubu olmak iizere toplam 287 ¢ocukta akut ishal vakalarinda
LGG kullaniminin ishal iizerindeki etkisi arastirilmistir. Yapilan ¢alisma neticesinde
LGG verilen rotavirus diyareli ¢ocuklarin defekasyon siirelerinin 76.6 saatten 56.2 saate
diistiigli, sulu digkilama sayisinda ciddi azalma oldugu saptanmistir. Bunun yani sira
plasebo grubunda yer alan ¢ocuklarin %10.7’sinde, LGG grubundaki ¢ocuklarin ise
%?2.7’sinde yedi glinden uzun siiren diyare oldugu bildirilmistir. Erdeve ve ark. (141)
tarafindan 466 hasta lizerinde gerceklestirilen arastirmada yalnizca antibiyotik kullanan
ghastalarin %18.9’unda antibiyotige ilaveten probiyotik kullananlarin ise %35.7’sinde
ishal gelistigi bildirilmistir. Aym1 ¢alisgmada C.difficile Toksin-A pozitifligi saptanan
biitiin olgularin sulbaktam-ampisilin kullanan vakalar oldugu saptanmistir. Yalnizca
sulbaktam-ampisilin kullananlarda ishal gelisme oraninin %25.6, sulbaktam-ampisilinin
yani sira probiyotik (Saccharomyces cerevisae) kullananlarda ise bu oranin %5.9
oldugu tespit edilmistir. Bagka bir ifadeyle probiyotik kullanimima bagl olarak ishal

geligme riskinin yaklagik 4 kat diistiigli gorilmustiir.
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Nekrotizan Enterokolit: Neonatal nekrotizan enterokolit (NEK), yenidogan donemde
nedeni bilinmeyen ciddi gastrointestinal sistem hastaliklarindan birisidir (142). Ulkelere
ve hastaneye gore insidansi farklilik arz etmektedir (143). Lin ve ark. (144) tarafindan
180 calisma, 187 kontrol grubu olmak iizere toplam 367 kisi lizerinde gergeklestirilen
aragtirmada yalnizca anne siitiilyle beslenen gruba kiyasla anne siitiinlin yani sira
L.acidophilus ve Bifidobacterium infantis igeren formiil mamayla beslenen bebeklerde
nekrotizan enterokolit siklifinda %63’liikk bir azalma oldugu tespit edilmistir.
Kolombiya’da gergeklestirilen baska bir arastirmada da benzer sekilde L.acidophilus ve
B.infantis kullaniminin nekrotizan enterkolitte %60 oraninda bir diisiis sagladig: tespit
edilmis olmakla beraber konuya iliskin net bir yorumda bulunabilmek adina daha genis

kapsamli ¢caligsmalara ihtiya¢ vardir (145).

Inflamatuvar Barsak Hastaliklari: Kronik inflamatuvar (iltihabi) barsak hastaliklart

iilseratif kolit ve Crohn hastalig1 seklinde iki gruba ayrilmaktadir (146).

1. Ulseratif kolit: Kolonda mukozaya sinirli iilserasyonlar ile karakterize bir hastaliktir
(147). Guslandi ve ark (148) tarafindan gergeklestirilen kontrolsiiz arastirmada sterodi
ila¢g kullanimi agisindan uygun olmayan 25 {ilseratif kolit hastasina mesalazin ile
beraber dort hafta boyunca S.boulardii mayas1 verilmistir. Caligmay1 tamamlayan 24
hastanin 17’sinde hastalik aktivitesinin olmadig1 goriilmiistiir. Ishikawa ve ark. (149)
yapmis olduklar1 ¢aligmada Bifidobacterum ile fermente edilmis siit alan remisyondaki
iilseratif kolit hastalarinda relaps oraninda Bifidobacterium ile fermente edilmis siit
almayanlara gore relaps oranin anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu tespit edilmistir

(150)

2. Crohn Hastahigi: Gastrointestinal sistemi agizdan aniise kadar etkileyen, nedeni tam
olarak bilinmeyen iltihabi kronik bir hastaliktir (151). Crohn tanistyla takip edilen
remisyondaki 32 hastada mesalemin ve S.boulardii alan grupta yineleme oranlarinin

diistik oldugu tespit edilmistir (152).

Konstipasyon: Diskinin sert, kuru, normalden ge¢ ve az disar1 atilmast durumudur
(115). Kabizlik slikayeti olanlarin fekal florasinda Bacteroides, Bifidobakteriler ve
Clostridia’larin azaldig bildirilmistir (111). Konu iizerine gergeklestirilne caligsmalar

sonucunda L.acidophilus NFCB 1748 (Yogurt icinde), L.casei Shirota ve L.rhamnosus
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GG (Fermente peynir alt1 suyu i¢inde) kullanilmasi halinde konstipasyon tedavisinde ve

semptomlarinin hafifletilmesinde etkili oldugu saptanmistir (115).

Helicobacter pylori Enfeksiyonu: H.pylori enfeksiyonu diinya genelinde en yaygin
enfeksiyondur. Diinya niifusunun %50’den fazlas1 bu bakteriyle enfektedir (147). Oh ve
ark. (153) yapmis olduklar1 calismada ABD’de iiretilip tiiketilen geleneksel yogurdun
24 saat boyunca ayn1 ortamda inkii ettikleri 10 farkli H.pylori susunun hepsini inhibe
ettigini  tespit etmislerdir. Aym c¢alismada yogurttan L.kefiri, L.crispatus,
L.ferenthoshensis, Klyveromyces lactis ve Issatchenkia orientalis izole edilmis olup
bunlarin laktik asit ve diger organik asitlerin {iretimi, fenol iiretimi ve bakteriosin
dretimi gibi farkli mekanizmalar ile H.pylori gelisimini inhibe ettikleri saptanmistir.
Felley ve Michetti (154) yapmis olduklar1 calisma sonucunda probiyotiklerin
H.pylori’nin epitele adezyonunu 6nledigini, ayn1 zamanda insanda gastriti hafilettigini
tespit etmislerdir. Probiyotiklerin hem H.pylori eradikasyonunu artirabilecegi hem de
yan etkilerini azaltabilecegini ifade etmislerdir. Mukai ve ark. (155) yapmis olduklar
calismada L.reuteri’nin glikolipid baglayici protein salgilamak suretiyle H.pylori’nin

glikolipid reseptorlerine baglanmasini inhibe ettigini bulmuslardir.

Urogenital Sistem Saghg: Uriner sistem kendine 6zgii bir floraya sahip olup bu
floranin dengesinde meydana gelen bozulma iiriner sistem enfeksiyonlarinin ortaya
cikmasina yol acar. Bilhassa hidrojen peroksit iiretebilen mikroorganizmalar {iriner
sistem enfeksiyon riskinin azaltilmasinda etkilidir (111). Reid ve ark. (156) yapmis
olduklar1 ¢calismada L.fermentum B-54 ve RC-14 ile L.rhamnosus GR-1’in kombine
edilerek kullanilmasinin iiriner sistem enfeksiyonlar1 {izerine olan etkilerini
incelemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda belirtilen mikroorganizmalarin {irogenital
sistemde kolonize olabildikleri goriilmiistiir. Yogun yogurt tiiketilmesinin Candida’ya
bagli wvajinitisi iyilestirdigi bildirilmistir. Vajinada laktobasiller ile beraber maya
bulunmasi durumunda bazi laktobasil suslar1 onun ¢ogalmasini engelleyebilir (147).
Spanhaak ve ark. (157) tarafindan 20 saglikli erkek iizerinde gerceklestirilen plasebo
kontrolli arastrmada L.casei Shirota’nin immiin sistem tizerindeki etkileri
incelenmistir. Calisma grubuna sekiz hafta siiresince kontrollii diyet uygulanmistir. 3-6.
haftalarda 10 erkege 100 ml fermente siit (litrede 1x10"* koloni olusturan birim (CFU)

Lactobacillus casei) verilmis olup digerlerine ise verilmemistir. Uygulanan tedavinin
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dogal oldiiriicti hiicre aktivitesi, fagositoz ya da sitokin iiretimine etkisinin olmadig1

goriildii.

Gontilli bireylerde 10kositlerce E.coli fagositozunun arastirldigi bir baska caligmada ise
B.lactis Bb12 igeren fermente siit {irlinliyle ii¢ hafta boyunca beslenenlerde fagositozun

artt1g1 tespit edilmistir (115).

Alerji: Yogurt ve laktik asit bakterilerinin alerjik reaksiyonlar tizerindeki etkisi dnemli
aragtirma konular1 arasinda yer almaktadir. Bilhassa atopik hastaliklara etkileri uzun
stiredir arastirilmaktadir (111). Probiyotikler lokal ya da sistemik alerjik inflamasyonda
intestinal gecgirgenligin regiilasyonunda ve barsak mikroekolojisininin tesisinde, barsak
immiinolojik bariyer fonksiyonunun regiilasyonunda etkili olup intestinal inflamatuvar
yanit1 azaltan proinflamtuvar sitokinlerin olusumunu azaltmaktadirlar (158). Lodinova
ve ark. (159) yapmis olduklar1 c¢aligmada gebelere ve yenidogan bebeklerine
L.rhamnosus GG verildiginde plasebo verilenlere oranla atopik egzemada %50’lik bir

azalma oldugunu bildirmislerdir.

Kolon Kanseri: ABD’de kadin ve erkeklerde konulan kanser tanilar1 arasinda kolon
kanseri ikinci siradadir (147) Hayvanlar {izerinde ve in-vitro ¢aligmalarda probiyotik
bakterilerin olast mutajenik ve genotoksik etkileri Onledikleri i¢in kanser riskinde

azalma sagladigi bildirilmistir (115).

Giivenilirlik: Teorik ag¢idan immiinitesi zayiflamig insanlarda enfeksiyona yol agma
riski olsa da barsaklarda bulunan probiyotiklerin kullanimin giivenilir oldugu ifade
edilmektedir. Kullanilan probiyotik preparat icerisindeki mikroorganizmalarin
giivenilirligi kanitlanmis suslar olup olmadig: dikkatli bir sekilde gézden gecirilmelidir

(111).
2.9. Prebiyotik Mkroorganizmalar

Prebiyotik mikroorganizmalar kolondaki bir ya da faha fazla makterinin iiremesini
ve/veya aktivitesini tesvik etmek suretiyle konakc¢iya yararli olan, sindirilemeyen gida
icerikleridir (160). Prebiyotikler Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi kolondaki
faydali mikroflora tarafindan segici olarak kullanilmakta iken toksin iiretmekte olan
Clostridium’lar,  prebiyotik  Bacteroides’ler =~ ve  toksijenik  E.coli  gibi

mikroorganizmalarin ¢ogalmasimi engeller (121). Su ana kadar tespit edilmis olan
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prebiyorikler sindirilemeyen karbonhidratlar olup aralarinda iniilin, laktuloz ve bir dizi
oligosakkaritler bulunmaktadir. Bazi nisastalar da ince barsaklardan gegis esnasinda tam
sindirimden kalin barsaga kagip barsak bakterileri tarafindan kullanilabilecek fermente

edilebilir karbonhidrat kaynaklari seklinde ulagabilirler (161).

Bir besin bilesiginin prebiyotik 6zellige sahip olabilmesi i¢in sindirime kars1 direngli
olmasi, kolon mikroflora bakterilerince hidrolize edilmesi, bir ya da kisitli sayida olmak
iizere daha fazla bakterinin ¢ogalmasini 1yarmasi, konakg¢r sagligini olumlu ydnde
etkilemesi gibi Ozelliklere sahip olmasi gerekir (111). Formiill mamalarda anne
stittindeki oligosakkaritlere benzeyen, laktobasil ve bifodobakterilerin {iremesini uyaran
spesifik galaktooligosakkaritlerin (GOS) ve fruktooligosakkaritlerin (FOS) prebiyotik
karisimlar tanimlanmistir. Bazi arastirmalar formiil mamalarin bu spesifik FOS ve GOS
karisimlar1 ile tanimlanmasi durumunda bifidobakteri ve laktobasil toplam sayisinda
artis oldugunu, patojen sayilarinda azalma oldugunu ve emzirilen bebeklerdeki ile

benzer bir profilde kisa zincirli yag asidi profilinin tesvik edildigini gdstermistir. (160).

Prebiyotik karisimlar aym1 zamanda agizdan beslenmeye karst barsak toleransinin
artirtlmasinda da kullanilabilirler. Prematiire bebek mamalaruna FOS ve GOS
eklenmesi bifodobakterilerin ¢ogalmasini uyarmakta, yumusak ve sik diskilama
saglamaktadir (162). Cichorium intybus (Hindiba) ve enginar prebiyotik agisindan
zengin olan bitkilerdir. C.intybus %15-20 oraninda iniilin, %5-10 oraninda oligofruktoz
icerir. Besinlerin biiyiikk kisminda iniilin C.intybus kaynakhidir veya sukrozdan

sentezlenir. Oligofruktoz ise iniilinin kismen hidrolie edilmis halidir (111).

Tablo 2. 3. Prebiyotik ¢esitleri (161)

Smiflama Kaynagyviiretim sekli

Disakkaritler

Laktiiloz Laktoz/sentetik

Laktitol Laktoz/sentetik

Oligosakkaritler

Fruktooligosakkaritler (FOS) Baklagiller. sebzeler. tahillar/ekstraksiyon. hidroliz
Soya oligosakkaritleri Soya/ekstraksiyon. hidroliz
Galaktooligosakkaritler Laktoz/sentetik

Polisakkaritler

Iniilin Baklagiller, sebzeler, tahillar/Ekstraksiyon
Direncli nigasta Baklagiller, sebzeler, tahillar/Ekstraksiyon
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2.9.1. Prebiyotiklerin Saghgimiz Uzerindeki Olumlu Etkileri

Deney hayvanlar1 {lizerinde gergeklestirilen caligmalardan elde edilen sonuglar iniilin,
glukooligosakkarit, galaktaoligosakkarit ve olgifruktozun bilhassa kalsiyum ve
magnezyum emilimini artirdigin1 gostermektedir. Oligofruktoz alimiyla beraber femur
ve tibiada kemik yogunlugunda artis gergeklesir. Belirtilen bu sonuglar insanlar icin
genellenirken dikkatli olmak gerekir. Insanlarda prebiyotiklerik kalsiyum emiliminde
yararli oldugu gosterilmis olmakla beraber demir, ¢inko ve magnezyum emilimindeki
etkilerine iliskin yeterli veri bulunmamaktadir. Insanlar iizerinde yapilan arastirmalarda
celigskili sonuglar elde edilmis olup bu durumun ortaya ¢ikmasinda farkli tiirden, farkli
doz ve siirelerde prebiyotik kullanimi ile farkli miktarlarda kalsiyum tiiketilmesinin
etkili oldugu ifade edilmektedir (111). Iniilin ve oligofruktoz yiizyillardir herhangi bir
yan etki gostermeden besin bileseni olarak kullanilmaktadir. Kalorileri diisiik olup

cocuklarda giinliik en az 5 gram alinmasi 6nerilmektedir (111).
2.10. Sinbiyotikler

Barsak mikroflorasinin  yonetimindeki diger bir yaksaim da probiyotik ve
prebiyotiklerin birlikte kullanildig1 sinbiyotiklerin kullanilmasidir. Sinbiyotik kavrami
probiyotiklerin in vitro ve in vivo deneylerde canli kalabilme 6zelliklerinin
gelistirilmesi ve hayvan modellerindeki mikrobiyal popiilasyonlarin modiile edilmesi
icin ciddi sekilde incelenmistir (163). Halihazirda sinerjistik etkiyi destekleyici bilimsel
bir kanit bulunmamakla beraber baslangic asamadaki c¢alismalardan umut verici

sonuglar elde edilmistir (137).
2.11. Lactobacillus Cinsine Ait Bakterilerin Ozellikleri

Lactobacillus cinsine ait olan bakteriler Lactobacillaceae familyas1 iiyeleri olup Laktik
Asit Bakterileri (LAB) grubunda yer alirlar. Lactobacillus cinsine ait tiirler gram (+),
katalaz (-), spor olusturamayan, genellikle hareketsiz, fakiiltatif anaerob ya da
mikroaerofilik mikroorganizmalardir. Biiylik kismi basil olup bazi tiirleri ise koko

basildir (164-166).

Lactobacillus tiirleri gelisebilmek i¢in aminoasit, peptid, niikleik asit tiirevi vitamin, tuz,
yag asidi ya da yag asidi esterleriyle fermente edebilecek besinlere ihtiya¢ duymaktadir

(167). Aym1 zamanda gelisebildikleri optimal sicaklik 30-40°C’dir. Lactobacillus tiirleri
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fermentasyon sonucunda laktik asit irettiklerinden ortam pH’smi 3.2-3.5’e kadar
diistirdiikleri i¢in aside karsi dayaniklhidirlar (168). Elektron mikroskobu ile yapilan
incelemelerde Lactobacillus tiirlerinin hiicre duvari, sitoplazmik membran, ribozomlar
ve niikleer (kromozomlar ve plazmidler) elementler olmak {izere bes ana kisimdan

olustuklar1 goriilmiistiir (169).

Hiicre duvari: Lactobacillus cinsine ait bakterilerde 20-40 nm kalinliginda, mineral
maddler, su ve metabolitleri gecirebilen peptidoglikan (miirein) bir tabaka
bulunmaktadir.  Peptidoglikan  N-asetilglikozamin ~ ve  N-asetilmurminik  asit
monomerlerinden meydana gelir. Bu monomerlerin yani sira hiicre duvarinda teikoik
asit, proteinler, sekerler ve notr polisakkaritler de bulunmaktadir. Ribitol fosfat ya da
gliserol fosfat polimerlerinden olusan teikoik asit hiicre duvarinin negatif yiikiinden ve
antijenik 6zelliginden sorumludur. Bakteri hiicre duvari lireme ve azotlu maddelerin
par¢alanmasinda gorevli proteaz enzimlere sahiptirler (169). Probiyotiklerin en dnemli
ozelliklerinden biri barsak adezyon yetenegine sahip olmalaridir ki bu yetenegin hiicre
duvarindaki teikoik asit ve lektin benzer maddelerden kaynakli oldugu belirtilmistir

(169).

Sitoplazmik membran: Laktobacillus cinsine ait bakterilerin  proteinleri
kullanabilecekleri  biiyiikliige getirebilmeleri ic¢in gerekli enzimler sitoplazmik
membranda  bulunur. Bu  reaksiyon  ayrica  sitoplazmik = membranda
gerceklestirilmektedir. Sitoplazmik membranda ayn1 zamanda fosfotransferaz enzimleri
ile aktif tagima da yapilir. Peptidoglikanlarin ekstraselliiler polimerizasyonu i¢in gerekli

olan enzimler de yine sitoplazmik membranda bulnuur (169).

Ribozomlar: Laktik asit bakterileri 70S ribozoma sahiptirler. 70S ribozom biiyiik (50S)
ve kiigiik (30S) olmak {iizere iki alt birimden olusmaktadir. 50S’lik biiyiik altbirim 5S
rRNA ve 23S rRNA ile yaklasik 35 protein, 30S’lik kii¢iik alt birim de 16S rRNA ve 25
farkli protein icermektedir. Laktik asit bakterilerinin ayriminda 16S rRNA’nin
ozelliklerinden faydalanilmakta olup 16S rRNA’nin degisen ve degismeyen kisimlari
bulunmaktadir. Degisen kisimlar yakin akrabaliklari, degismeyen kisimlar da uzak

akrabaliklar tespit etmede kullanilir (169).

Plazmid: LAB’in biiylik boliimiinde en az bir tane plazmid bulunur. Plazmidler

ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal madde sentezi gibi koruma islevi gérmektedir (169).
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LAB, glikozu laktik asit ya da bunun yam swa diger iriinlere fermente etme
ozelliklerine gore homofermentatif ve heterofermentatif LAB seklinde iki gruba ayrilir.
Bu ayrim sekerlerin temel yikim yollarindaki farkliliktan kaynaklidir. Homofermentatif
LAB, glukozu fruktoz difosfat (FDP) yoluyla parcalayip fermentasyon sonucunda %99
oraninda laktik asit, %1 oraninda da diger bilesikleri meydana getirirler (170-172).

Homofermantatif yol:
CsH 1206 2 CH3-CHOH-COOH (Laktik ASit)
Ce¢H 12,06 CH3-CHOH-COOH + CH3-CH,-OH + CO,

Heterofermentatif LAB, glikozu heksoz monofosfat (HMF) yoluyla parcalamak
suretiyle %70 laktik asit, %30 oraninda ise asetik asit, etil alkol ve karbondioksit gibi
diger bilesikleri olustururlar (170-172).

Heterofermantatif yol:
CsH 12,06 CH3-CHOH-COOH + CH3-COOH + CO,

Lactobacillus cinsine ait bakterilerce fermentasyon neticesinde iiretilen laktik asitin
fermente tirlinleri koruyucu etki gosterdiginden bu bakteriler gida endiistrisinde oldukg¢a
uzun siiredir kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda bakteriosin ve diger antimikrobiyal madde
iretimleri ve genellikle gvenli olarak taninan statiisiinde yer aldiklarindan dogal ve
teknolojik uygulamalar ile iiretilen ve bu bakterileri iceren gida maddelerinin insan

saglig1 lizerinde herhangi bir negative etkileri bulunmamaktadir (165).
2.11.1. Lactobacillus Tiirlerinin Urettikleri Antimikrobiyal Maddeler

Daha once de ifade edildigi iizere LAB insan saghigi acgisindan yararli olmalar1 ve
fermentasyon yapabildikleri i¢in uzun siiredir gidalarda giivenli sekilde
kullanilmaktadir. Bu sebepten otiirii de gida sanayinde oldukca oOnemlidirler. Bu
bakteriler aynm1 zamanda gidalarin biyokontroliinde de Onemlidirler. Patojenik
bakterilerin biiyiik bolimii LAB tarafindan son {liriin olarak iiretilmekte olan bazi
maddelere kars1 duyarlidirlar. LAB’nin antagonistik etki mekanizmalar1 i¢inde son
donemlerde lizerinde en fazla durulan maddeler laktik asit, hidrojen peroksit ve

bakteriosindir (173, 174).
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2.11.1.1. Laktik asit

Laktik asit, LAB tarafindan laktozun yikilmasi neticesinde olusan maddelerden birisidir.
Kokusuz ve eksi bir organik asittir. LAB’nin inhibisyon etkisinin genellikle laktik
asitten kaynakli oldug sdylenebilir (173).

Laktik asit, iki asamali reaksiyon neticesinde olusmaktadir. ilk olarak laktoz LAb
tarafindan olusturulan laktaz enzimi etkisiyle glikoz ve galaktoza parcalanir. Daha sonra

ise glikoz laktik aside dontisiir (174).
Laktaz (B-Galaktosidaz)

Laktoz + H,O Glikoz + Galaktoz
2CsH12,06 4CH;CHOHCOOH
Laktik asit

Bu degisim homofermentatif LAB’nin Embden-Meyerhof Parnas (EMP) tarafindan
belirtilen fruktoz 1,6 difosfat yolunu izleyerek glikoz molekiiliinii ii¢ karbonlu piriivata,
daha sonra da laktik aside doniistiirmesi ile gerceklesmektedir. Buna karsin ortamda
heterofermentatif LAB var ise bu bakteriler glikoz yikimin1i EMP yolu yerine
fosfoketolaz glikotuk yolu kullanilmaktadir. Sonug olarak laktik asit ile birlikte asetik
asit, etil alkol ve karbondioksit gibi maddeler de agiga ¢ikmaktadir (174).

Laktozun fermentasyonu neticesinde D (-) ve L (+) laktik asit seklinde iki laktik asit
izomeri olustur. L (+) laktik asit insanda daha hizli ve kalint1 kalmayacak bigimde
metabolize olurken D (-) laktik asit ise olduk¢a yavas yikima ugramaktadir. Bu sebepten
otiirii viicuda fazla miktarda D (-) laktik asit alinmasi istenen bir durum degildir. DSO
ve FAO, giinlik D (-) laktik asit alimmnin 60 mg/kg ile sinirli olmasi gerektigini
bildirmisglerdir (174).

Laktik asit dogada son derece yaygin olan asitlerden birisi olup yaygin bir sekilde gida
koruyucusu olarak kullanilir. Insanlar tarafindan peynir, tereyagi, ekmek hamuru, bira,
slit tozu igeren besinler, koyun, sigir ve kanatli karkaslarinda koruyucu madde olarak

kullanilir (175).
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2.11.1.2. Hidrojen peroksit (H,0O)

Baz1 laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkileri H,O, iiretimlerine
dayandirilmaktadir. H>O,, LAB gibi katalaz (-) mikroorganizmalarca aerobic kosullarda
iiretilir. Ksantin oksidaz, glukoz oksidaz, askorbik asit, siilfidril oksidaz, piriivat
oksidaz, NADH oksidaz ve alfa gliserofosfat oksidaz ya da laktat oksidaz gibi
enzimlerin varliginda meydana gelen reaksiyonlarda atmosferik oksijenin direkt olaran

indirgenmesiyle meydana gelir (175, 176).
D-glikoz + H,O + O, D-glukonik asit + H,O,

Hidrojen peroksit tiretimi 5°C ve 7°C sicakliklarda en yiiksek diizeye ulasir. Bu durum
laktik asit tiretimiyle zithik gosterir (177). . H,O, termodinamik olarak kararsiz bir

bilesik olup katalaz varliginda ortama su ve oksijen verir.
Katalaz

2 H,0, 2H,0+0,

2.11.1.3. Bakteriosin

Bazi laktik asit bakterilerince iiretilen, protein ya da peptid yapida, duyarl hiicrelerdeki
reseptdrlere baglanabilme yetenegine sahip antimikrobiyal maddelerdir. Uretimleri
onemli olgiide plazmid DANN tarafindan kodlanmaktadir. LAB’nin biitiin tiirlerinde bu

metabolit liretimi son derece yaygindir (175).
2.12. Probiyotik Farmasotik Preparatlar

Giliniimiizde dondurarak kurutma yontemi ile tablet ve kapsiil gibi farmasotik
preparatlar seklinde de piyasada yer almaktadirlar (178). Buzdolabinda muhafaza edilen
probiyotik gidalarin raf Omrii 3-6 hafta arasinda degismektedir. Bu {iriinler
buzdolabinda muhafaza edilmeyenlere gore daha stabildir. Kurutulmus farmasotik
preparatlarin raf 6mrii 12 hafta olsa da, probiyotik mikroorganizma miktar1 katilan
bakteri diizeyine gore degismekle birlikte, genellikle 12 ay i¢inde 6nemli oranda
azalmaktadir (179). Bakterilerin tirettigi hidrojen peroksit ve asit, iirlinlin oksijen igerigi,
paketin oksijen gecirgenligi, sicaklik, pH gibi pek ¢ok etken de fermente {irlinlerde

kullanilan probiyotik bakterilerin canlilig1 iizerine etki etmektedir. Ortamin olumsuz
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etkilerini azaltmak icin probiyotiklerin c¢evresinde fiziksel bir bariyer yani

mikroenkapsiilasyon teknigi uygulanabilmekte ve bdylece mikroorganizma olumsuz

cevre sartlarindan korunabilmektedir (180-182).

Tablo 2. 4. Probiyotik suslar1 iceren bazi ticari iirlin 6rnekleri (122,183)

Sus Marka adx Uretici Gada iiriinii
Bifidobacterium lactis DN 173 010 | Activia Danone/Dannon Yogurt
Bifidobacterium breve Y akult Bifiene Yakult Probivotik siit

icecegl
Lactobacillus casei Shirota Yakult Yakult Probivotik siit
icecegl
EnterococcusLAB SF 68 Bioflorin Cerbios-Pharma Farmasétik
preparat
Lactobacillus casei F19 Cultura Arla Foods Yogurt
Lactobacillus ~ johnsonii Lal, | LC1 Nestle Probivotik siit
Streptococcus thermophilus igecegl
Lactobacillus plantarum 299 V GoodBelly, ProViva | NextFoods Probi Probivotik mevve
suvu icecegl
Lactococcus lactis L1A Verum Nomrmejerier Probivotik siit
icecegl
Escherichia coli Nissle 1917 Mutaflor Ardevpharm Farmasétik
preparat
Saccharomyces cerevisiae DiarSafe, Ultralevure | Wren  Laboratories, Farmasstik
{boulardii) lvo ve digerleri Biocodex preparat
Lactobacillus rhamnosus FemDophilus Chr. Hansen Farmasétik
Lactobacillus reuteri RC-14 preparat
Streptococcus  thermophilus (1| VSL#z3 Sigma-Tau Farmasétik
tane), Lactobacillus spp. (4 tane) & Pharmaceuticals, Inc. preparat
Bifidobacterium spp. (3 tane)
Bacillus clausii suglar1 O/C, NE, Enterogermina Sanofi-Aventis Farmasétik
SIN,veT preparat

2.13. Anne Siitii Mikrobiyotas1 Uzerinde Etkili Olan Faktorler

Mikrobiyota transferi dogumdan sonra devam etmekte olup emzirme ve diger beslenme
rejimleriyle degistirilir. Anne siitli dogumdan sonra mikrobiyota transferi i¢in oldukca
onemlidir. Anne siitiiniin steril olmadigi ve yenidoganin immiin sistemi gelisimi
iizerinde etkili olduguna yonelik kanitlar s6z konusudur (184). Yenidogan gelisimindeki
Oonemi tartigmasiz olan anne siitilyle yenidogan antikorlar, oligosakkaritler ve
besleyicilerin yani sira mikrobiyotasinin gelisimini etkileyecek mikroorganizmalar1 da

almaktadir (185).

Anne siitiiyle beslenme dogumdan sonra immatiir olan barsak mukozal immiin
sisteminin gelismesine, gidalar ile alinan antijenlere ve bakteri kolonizasyonuna uygun
yanit olugmasina katkida bulunarak konak savunmasini gelistirebilir (186). Underwood
ve ark. (187) tarafindan yapilan ¢alismada anne siitiiniin barsak mikrobiyotasi agisindan

oligosakkaritler gibi yararli faktorleri igerdigi, bu Ozelligiyle de probiyotik olarak
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Bifidobacterium ve Lactobacillus cinsine ait tiitlerin ¢ogalmasini tesvik etmek suretiyle
bebek barsak mikrobiyal kompozisyonunu segici olarak degistirdigi tespit edilmistir.
Buna karsilik formiil mamayla beslenmenin mikrobiyota bakimindan yiiksek mikrobik
cesitlilik (188), fazla miktarda C.difficile (189) ile daha diisiik diizeyde Bifidobakteriler
ile iliskili oldugu tespit edimistir (190).

Yapilan c¢alismalarda ayn1 zamanda siit mikrobiyomunun da dogum seklinden
etkilenebildigi gosterilmistir (191). Ayn1 zamanda emzirmekte olan anne sagligi da siit
mikrobiyomunu etkileyebilir. Obezite ve alerji gibi sorunlart bulunan annelerin
stitiindeki Bifidobacterium diizeyinin saglikli annelere kiyasla daha diisiik oldugu tespit
edilmistir (192). Annenin beslenme durumu, siit i¢indeki mikroorganizmalar1 ve

immiinomodiilator faktorleri (TGF-B2, sCD14 ve sitokinler) etkilemektedir (193).

Sezaryen ile dogum, hayatin ilk saatinde emzirmenin ge¢ baslamasina ve hayatin ilk
yilinda da emzirmenin siirdiiriilmesinde azalmaya neden olabilir (194). Sezaryen dogum
ile diinyaya gelen bebeklerin fizyolojik barsak mikrobiyotasinin fizyolojik stimiilatorii
olan anne siitiindeki Lactobacilli ve Bifidobacteria gibi bakterilerin erken alinamamsi

bebegin barsak florasinda daha diisiik kolonizasyon diizeyine yol acabilir (195,196).
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3. MATERYAL VE METOD

Agustos 2019-Mart 2020 tarihleri arasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sosyal
pediatri poliklinigine boliimiine bagvuran, laktasyon doneminde, 18-45 yas arasi, tek,
saglikli, tam siireli bir bebek dogurmus olan, laktasyon periyoau 0-240 giin arasinda
olan ve caligmaya katilmaya kabul etmis ve rastgele secilmis olan kadinlar dahil

edilmistir.

Calisma oOncesinde Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik kurulundan
19.06.2020 tarih ve 2019/240 karar numarasi ile etik kurul izni alinmis ve galisma

Helsinki Deklarasyonu'ndaki yonergelere gore yapilmistir.
3.1. Arastirmanin Orneklemi

Sezeryan ve normal dogum yapan annelerin ¢ocuklarinda laktobasil goriilme
sikliklarinin ve tiirlerinin saptanmasi amac ile yapilan prevelans ¢alismasinda %3’liik
beklenen prevelansin %5 kesinlik ve %95 giiven araliginda tahmin etmek i¢in her

grupta gerekli rastgele secgilen anne minimum sayis1 36 olarak belirlenmistir.
Dislanma Kriterleri

1. 15 gilin’den 6nce herhangi bir nedenle antibiyotik almis kadinlar

2. Gebelik diyabeti, hipertansiyon, kalp hastaliklari, akut bulagic1 hastaliklar ve
dogum sonrasi depresyonu olan kadinlar

3. Ayrica meme bag1 veya lakeal bez hastaliklar1 olan kadinlar

4. Caligmaya baslamadan onceki ii¢ ay boyunca hormonal tedavi alan ya da
calisma anketlerini anlamada yetersiz becerisi olan emziren kadinlar ¢alismaya

dahil edilmemistir.

Calismada sezeryan ve normal dogum yapan anneler olmak iizere iki grup olusturuldu.

Bu gruplara da laktasyon donemine gore 3 farkli alt gruptan siit 6rnegi alinmistir.
I. Grup sezeryan ile dogum yapan kadinlar
1. Kolostrum; dogumdan sonraki 0-5. giin,

2. Erken siit; dogumdan sonraki 6-15. giin
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3. Olgun siit: dogumdan sonraki >15-240. giin

I1. Grup normal vajinal yolla dogum yapan kadinlar
1. Kolostrum; dogumdan sonraki 0-5. giin,

2. Erken siit; dogumdan sonraki 6-15. giin

3. Olgun siit: dogumdan sonraki >15-240. giin

3.2. Veri ve Ornek Toplamasi

Numune alinmadan Once annelere standart numune alimi i¢in soOzli talimatlar

verilmistir.
Demografik ozelliklerin belirlenmesi

Annenin egitim diizeyi, ¢aligma durumu, aile tipi, sigara/alkol kullanimi, ¢ocuk sayisi,
dogum sekli, dogumda alinan kilo, gebelikte emzirme egitimi alip, almadigi, meslegi,
ailenin yasadig1 yer, aylik geliri, bebegin cinsiyeti, dogum kilosu, dogum boyu, 6rnek
alimi sirasinda kilosu ve boyu, uyku diizeni, gastrointestinal sikayetleri (kolik, kusma),

digkilama sayis1 diizenlenmis olan bir anket formu ile sorgulanmistir.

Meme bas1 ve ¢evresi steril serum fizyolojik ile 1slatilmis steril spangla silindikten ve
kadinin el asepsisi saglandiktan sonra, ilk birka¢ damla (0.5-1 mL) atilmig manuel

olarak steril bir kaba 2-3 mL siit sagmas1 istenmistir.

Normal dogum yapan anne siitii numunesi seti (36 anneden toplanan 12 6rnek/laktasyon
asamasi), sezeryan dogum yapan anne siitii numunesi seti (36 anneden toplanan 12

ornek / laktasyon agamasi), aseptik protokolle toplanmistir.

Tim numuneler laboratuvarda —20°C'de calisma yapilana dek donmus olarak

tutulmustur.
3.3. Real Time PCR'da Tiir Tanimlama
1. Sarf Kontrolii

Kitin Teste Hazirlanmasi
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Oasing Lyophilised or Precision PLUS 2X qPCR MastermiX

e Qasing Lyophilised or Precision PLUS 2X MastermiXin igerisine Oasing
resuspension buffer dan 550 pl ilave edildi.

e Vortex ve spin yapildi

Sekil 3. 1. Arastirmada kullanilan 2xqPCR master mix ve resuspension buffer

Hedef specific primer/probe mix

e Prob kitin igerisinde bulunan beyaz kapakli RNAse/DNAse free water ile
turuncu kapakli primers/probe miXe 165 ul oraninda RNAse/DNAse free water

ilave edildi.
e Vortex ve spin yapildi.
Internal EXtraction Control Primer /probe mix

e Prob kitin igerisinde bulunan beyaz kapakli RNAse/DNAse free water ile
turuncu kapakli Internal eXtraction control primer/probe miXe 165 pl oraninda
su ilave edildi.

e VorteX ve spin yapildi.
Pozitif Kontrol

e Pembe kapakli (calisilan bakterilerin isimlerini yazmamiz gerekiyor.)pozitif
kontrolii sar1 kapakli Template preparation buffer ile 500 pl oraninda likid hale
getirildi.

e Vortex ve spin yapildi.
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2. Tarama Calismasi

1. DNA izolasyonu

Real Time PCR'da siitten DNA elde edilir iken Qiagen Stool Fast Kit (Qiagen,Hilden)

protokolii kullanilarak, DNA izolasyonu gerceklestirildi. Buna gore asagidaki protokol

uygulandi.

1. 600 pL siit alind1 ve 2 mL mikrosantrifiij tiipiine konuldu.

2. Uzerine 1 mL InhibitEX Buffer eklendi. lyice karistirildi. 70 °C’de 5 dakika
inkiibe edildi.

3. 10.000%g’de 1 dakika santrifiij yapildi (iist faz ¢ikarilir ve tortular, steril bir
pamuklu gubukla alinir). Ustteki fazdan 600 pL yeni bir 2 mLI’lik tiipe alind.

4. 50 pL proteinase K ve 10 puL internal kontrol 2 mL‘lik tiipe eklendi.

5. 600 uL Buffer AL eklendi ve 15 sn vortekslendi.

6. 70 °C for 10 dakika inkiibe edildi.

7. Herbir 6rnegin iizerine 600 ul %99.6 lik etanol eklendi. Iyice homojenize edildi

8. QIAamp spin kolona 600 ul lizattan yiiklendi. 10.000xg’de 1 dakika
santrifiijlendi. Santrifuj sonras1 alttaki kolon degistirildi. Bu islem lizat bitene
kadar devam edildi.

9. 500 pL Buffer AW1 kolona eklendi ve 10.000xg’de 1 dakika santrifiijlendi.
Santrifuj sonrasi alttaki kolon degistirildi.

10.500 pLl Buffer AW2 kolona eklendi ve 10.000xg’de 3 dakika santrifiijlendi.
Santrifuj sonrasi alttaki kolon degistirildi.

11. Tipler 10.000xg’de 3 dakika iclerinde herhangi bir soliisyon olmaksizin
santrifiij yapildi.

12. QIAamp spin kolonlar 1.5 mL’lik ependorf tiiplere alindi. Tiipler ornek

numarasina gore isimlendirildi. Kolonlara 50 pL Buffer ATE eklendi.

10.000xg’de 1 dakika santrifiijlendi.
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13. 1.5 mL’lik tiiplerde kalan elusyon igerisinde DNA izolasyonu tamamlandu.
DNA Konsantrasyon Ol¢iimii

DNA konsantrasyonu NanoDrop cihaz 1(Thermo, USA) ile dl¢tildii. Herbir 6rnekten 2
pL alarak ol¢tim yapildi. Sonuglar kaydedildi.

2. Realtime PCR
Amplifikasyonda kullanilan primer dizileri ( );

Primer dizileri

Hedef bakteri Primer Sequence (50 to 30)a Hedef bolge Uriin (bp)c
Tiim Lactobacillus IDLO3R CCACCTTCCTCCGGTTTGTCA 1178-
1198 —

Tiim Lactobacillus IDLO4F AGGGTGAAGTCGTAACAAGTAGCC 1499—
1522 —

L. casei-groupd IDL11F TGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCG 472-495
727

L. acidophilus IDL22R AACTATCGCTTACGCTACCACTTTGC 2079-
2104 606

L. delbrueckii IDL31F CTGTGCTACACCTAGAGATAGGTGG 1015-
1039 184

L. gasseri IDL42R ATTTCAAGTTGAGTCTCTCTCTC 1748-
1770 272

L. reuteri IDL52F ACCTGATTGACGATGGATCACCAGT 94-118
1105

L. plantarum IDL62R CTAGTGGTAACAGTTGATTAAAACTGC 1900—
1926 428

L. rhamnosus IDL73Re GCCAACAAGCTATGTGTTCGCTTGC 1922—
1946 448

Hedef Reaksiyon Hazirlama

e Herbir 6rnek icin planlanan say1 kadar alttaki reaksiyonu Primer Design
Genesig (UK) marka tiir tanimla kitlerine gore; All Lactobacillus, L.
acidophilus, L.rhamnosus, L. plantarum, L. reuteri, L. gasseri, L.
delbrueckii, L. casei primer probe setlerine gore farkli master miksler

hazirlandu.
o Oasing Lyophilised or Precision PLUS 2X qPCR Mastermix 10 L.
o Hedef Specific primer/probe miX 1 pL

o RNAse/DNAse free water 4 puL

e Kullanilacak DNA sayis1 kadar hazirlanmis olan reaksiyonlara 5’er pL

alttaki sekilde eklendi;
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o Numune sayist kadar numune DNA’s1,
o Pozitif Kontrol,

o PCR reaksiyonunun negatif kontrolii olmasi i¢in RNAse/DNAse

free water.
e Her parametre i¢in reaksiyon yukaridaki sekilde tekrar hazirlandi.
RT-PCR Asamasi
Asagidaki protokole gore reaksiyon baglatildi.

Tablo 3. 1. RT-PCR asamasi

Adim Zaman °C | Sicaklik
Enzim aktivasyonu 2 dakika 95°C
40 Dongii Denatiirasyon 5 saniye 95 °C
Veri Toplama * 60 saniye 60 °C

* Siit DNAs1 i¢in florojenik veriler FAM ve VIC kanallar1 boyunca bu asamada toplanmalidir.

Real time PCR cihazi ¢alistirildi.

e Stant numarasi ile karosel numaralariin ayn1 olmasina dikkat edildi.

e Hazirlamis olan PCR firiinlerini cihaza yerlestirildi.

e Rotor gene (Qiagen, Germany) software agild1.

e Software acildiktan sonra karsimiza ilk olarak new run klasorii ¢ikar. Daha
onceden programi yiiklenmis olan kite 6zgili uygun amlifikation protokoliinii
secildi.

e Optimazasyona uygun olarak kurulan karoseli se¢ildi,

e Operatoriin ismi yazildi.

e (Calismayi tarih ile birlikte masa {izerine kaydedildi.

e (Cihazi ¢alisir konuma getirildi (Start Run butonuna basilir).

e PCR sira numaralarini yazildi, finish yazisina tiklandi.
Sonuclarin Alinmasi

e Rotor-gene Q Series Software analiz sayfasini agildu.
e Green kanalini secildi.

e Threshold kismina 0.03 degeri yazildu.
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e Green kanalinda numunelerin ¢alisip ¢aligmadigi kontrol edildi.

e Yellow kanalinda ise mternal kontrol DNA'nin prob/primerin c¢alisip

calismadigina bakildi.
e Veriler Real Time PCR sonug ekseline kaydedildi.

% Analysis-Only Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - All Lactobacillus1-79 . X
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Sekil 3. 2. Rotor-gene Q Series Software analiz sayfasinin goriintiisii

Istatistiksel yontemler

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile test edilecektir. 2 bagimsiz
grupta sayisal verilerin karsilastirilmasinda Student t veya Mann Whitney u testleri
kullanild1. Sayisal degiskenler arasindaki iligkilerin korelasyon analizi ile, kategorik
degiskenler arasindaki iliskiler ise Ki-kare ile testi edilecektir. Analizlerde SPSS 22
windows versiyonu kullanilmis olup, P degerinin 0,05 den kiiciik olmas: istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

(Calismada olusturulan 2 ana gruptan toplamda 72 hastadan 6rnek alinmistir (Tablo 4.1)

Tablo 4. 1. Calisma grubu

Alt gruplar I. Grup II. Grup Toplam
(normal vajinal dogum) (sezeryan dogum)

1 (kolostrum) 12 12 24

2 (erken siit) 12 12 24

3 (olgun siit) 12 12 24

Toplam 36 36 72
14 -
12
10
8 ]

H Normal vajinal do&um

59 H Sezary en Dogum
4 ]
2 4
0 -

1 (kolostrun) 2 (erken sit) 3 (olgun siit)

Sekil 4. 1. Dogum tiiriine gore siit tiirtiniin dagilim1

Calismaya dahi edilen kadmlarin demografik ozellikleri Tablo 4.2 ve 4.3’de
gosterilmistir. Normal dogum yapan grupta yer alan ve kolostrum siite sahip olan
kadinlarin yas ortalamasi 30.50 + 2.23, erken siite sahip kadinlarin yas ortalamasi 29.91
+ 3.62, olgun siite sahsip kadinlarin yas ortalamasi da 30.02 + 3.60 olarak
hesaplanmistir. Normal dogum yapip kolostrum siite sahip kadinlarin %83.3{iniin,
erken siite sahip olanlarin %75’inin, olgun siite sahip olanlarin %66.7’sinin 2 ve daha
fazla ¢ocugu vardi. Normal dogum yapip kolostrum siite sahip olan kadinlarin %25°1,
erken siite sahip olanlarin higbiri (%0), olgun siite sahip olanlarin %16.7’si sigara/alkol
kullaniyordu. Normal dogum yapan kadinlarin tamami ev hanimiydi. Normal dogum
yapip kolostrum siite sahip olan kadinlarin %41.7’si, erken siite sahip olanlarin

%41.7’s1, olgun siite sahip olanlarin %66.7’si genis aile tipine sahipti. Normal dogum
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yapip kolostrum siite sahip olan kadinlarin %16.7°si, erken siite sahip olanlarin
%33.3°1, olgun siite sahip olanlarin da %16.7’si gebelikte emzirme egitimi aldigini
ifade etmistir. Normal dogum yapip kolostrum siite sahip olan kadinlarin %16.7’si,
erken siite sahip kadinlarin %16.7’si, olgun siite sahip kadinlarin da %58.3’1i hamilelik
doneminde 10 kg’dan daha az kilo aldigimi ifade etmistir. Normal dogum yapip
kolostrum siite sahip kadinlarin %58.3’{inilin, erken siite sahip olanlarin %41.7’sinin,
olgun siite sahip olanlarin %66.7’sinin bebegi kizdi. Normal dogum yapip kolostrum ve
erken siite sahip kadinlarin tamaminin bebeginin dogum kilosu normal iken olgun siite
sahip olan kadinlarin %58.3’iiniin bebeginin dogum kilosu normal, %25’inin yiiksek,
%16.7’sinin ise diiglikti. Normal dogum yapip kolostrum siite sahip kadinlarin
%91.7’sinin, erken ve olgun siite sahip olan kadinlarin da %75’inin bebeginin dogum
boyu normaldi. Normal dogum yapip kolostrum siite sahip kadinlarin %41.7’sinin,
erken ve olgun siite sahip olanlarin ise %50’sinin bebeginde kolik sikayeti vardi (Tablo

4.2).

Tablo 4. 2. Grup I’de yer alan kadinlarin demografik 6zellikleri

Kolostrum Siit Erken Siit Olgun Siit Toplam

Yas (Ort. £ ss) 30.50 +£2.23 2991 +£3.62 29.66+3.77 30.02+3.60
Cocuk sayisi n(%)

1 ¢ocuk 2 (16.7) 3 (25.0) 4 (33.3) 9 (25.0)

2 ve daha fazla ¢ocuk 10 (83.3) 9 (75.0) 8 (66.7) 27 (75.0)
Sigara veya alkol kullanimi n (%)

Evet 3 (25.0) 0 (0.0) 2 (16.7) 5(13.9)

Hayir 9 (75.0) 12 (100.0) 10 (83.3) 31 (86.1)
Annenin Calisma Durumu n (%)

Ev kadim 12 (100.0) 12 (100.0) 12 (100.0) 36 (100.0)

Caligtyor 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Aile Tipi n (%)

Genis aile 5(41.7) 5(41.7) 8 (66.7) 18 (50.0)

Cekirdek aile 7 (58.3) 7 (58.3) 4 (33.3) 18 (50.0)
Gebelikte Emzirme Egitimi n (%)

Evet 2 (16.7) 4 (33.3) 2 (16.7) 8 (22.2)

Hayir 10 (83.3) 8 (66.7) 10 (83.3) 28 (77.8)
Hamilelikte Kilo Alimi n (%)

<10 kg 2 (16.7) 2 (16.7) 7 (58.3) 11 (30.6)

10-15 kg 6 (50.0) 7 (58.3) 3 (25.0) 16 (44.4)

>15kg 4 (33.3) 3 (25.0) 2 (16.7) 9 (25.0)
Bebegin cinsiyeti n (%)

Kiz 7 (58.3) 5(41.7) 8 (66.7) 20 (55.6)

Erkek 5(41.7) 7 (58.3) 4 (33.3) 16 (44.4)
Bebegin Dogum Kilosu n (%)

Diisiik 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (16.7) 2 (5.6)

Normal 12 (100.0) 12 (100.0) 7 (58.3) 31 (86.1)

Yiiksek 0 (0.0) 0 (0.0) 3 (25.0) 3 (8.3)
Bebegin Dogum Boyu n (%)

Diisiik 0 (0.0) 3 (25.0) 2 (16.7) 5(13.9)
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Normal 11 (91.7) 9 (75.0) 9 (75.0) 29 (80.6)

Yiiksek 1(8.3) 0(0.0) 1(8.3) 2 (5.6)
Kolik Sikayeti n (%)

Var 5(41.7) 6 (50.0) 6 (50.0) 17 (47.2)

Yok 7 (58.3) 6 (50.0) 6 (50.0) 19 (52.8)
Toplam 12 12 12 36

Sezaryen dogum yapip kolostrum siite sahip kadinlarin yas ortalamasi1 31.00 + 2.45 iken
erken siite sahip olanlarin 31.16 + 5.16, olgun siite sahip olanlarin ise 30.75 +2.45 idi.
Kolostrum siitiine sahip olanlarin kadinlarin %75°1, erken siite ve olgun siite sahip
olanlarin %83.3’1i 2 ve daha fazla ¢ocuga sahipti. Kolostrum ve erken siite sahip olan
annelerin hicbiri sigara/alkol kullanmadigini, olgun siite sahip olan annelerden ise
yalnizca 2’°si (%5.6) sigara/alkol kullandigini ifade etmistir. Kolostrum ve olgun siite
sahip annelerin tamami (%100) ev kadini iken erken siite sahip olanlarin 2’si (%16.7)
bir iste ¢alistigini ifade etmistir. Kolostrum siite sahip olan annelerin %16.7’si, erken
siite sahip olanlarin %50’si, olgun siite sahip olanlarin da %8.3’1i genis aile tipine
sahiptir. Kolostrum ve olgun siite sahip olan annelerin %16.7’si, erken siite sahip
olanlarin %33.3’ii gebelikte emzirme egitimi aldigimi ifade etmistir. Kolostrum siite
sahip olan annelerin %16.7’si, erken siite sahip olanlarin %50’si, olgun siite sahip
olanlarin %8.3’1i hamilelik déneminde 15 kg’dan fazla kilo almistir. Kolostrum ve
olgun siite sahip olan annelerin %50’sinin, erken siite sahip olanlarin %58.3 {iniin kizd.
Kolostrum siite sahip annelerin %58.3’linlin, erken ve olgun siite sahip olanlarin
%41.7°sinin bebeginin dogum kilosu diisiiktii. Kolostrum, erken ve olgun siite sahip
olan annelerin %38.3’{iniin bebeginin dogum boyu diisiiktii. Kolostrum siite sahip olan
annelerin %41.7’sinin, erken siite sahip olanlarin %66.7’sinin, olgun siite sahip
olanlarin da 9%83.3’linilin bebeginde kolik sikayeti vardi (Tablo 4.3).

Tablo 4. 3. Grup II’de yer alan kadinlarin demografik 6zellikleri

Kolostrum Siit Erken Siit Olgun Siit Toplam

Yas (Ort. + ss) 31.00+2.45 31.16£5.16 30.75+2.45 30.97+4.10
Cocuk sayisi n(%)

1 ¢ocuk 3 (25.0) 2 (16.7) 2 (16.7) 7 (19.4)

2 ve daha fazla ¢ocuk 9 (75.0) 10 (83.3) 10 (83.3) 29 (80.6)
Sigara veya alkol kullanimi n (%)

Evet 0 0 2 (16.7) 2 (5.6)

Hayir 12 (100.0) 12 (100.0) 10 (83.3) 34 (94.4)
Annenin Calisma Durumu n (%)

Ev kadim 12 (100.0) 10 (83.3) 12 (100.0) 34 (94.4)

Caligtyor 0(0.0) 2 (16.7) 0(0.0) 2 (5.6=
Aile Tipi n (%)

Genis aile 2 (16.7) 6 (50.0) 1(8.3) 9 (25.0)

Cekirdek aile 10 (83.3) 6 (50.0) 11 (91.7) 27 (75.0)

Gebelikte Emzirme Egitimi n (%)
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Evet 2(16.7) 4(33.3) 2(16.7) 8(22.2)

Hay1r 10 (83.3) 8 (66.7) 10 (83.3) 28 (77.8)
Hamilelikte Kilo Alimi n (%)

<10 kg 3(25.0) 2(16.7) 6 (50.0) 11 (30.6)

10-15 kg 7 (58.3) 4(33.3) 5(41.7) 16 (44.4)

>15 kg 2(16.7) 6 (50.0) 1(83) 9(25.0)
Bebegin cinsiyeti n (%)

Kiz 6 (50.0) 7(583) 6 (50.0) 19 (52.8)

Erkek 6 (50.0) 5(41.7) 6 (50.0) 17 (47.2)
Bebegin Dogum Kilosu n (%)

Diisiik 7 (58.3) 5(41.7) 5(41.7) 17 (47.2)

Normal 5(41.7) 7(583) 7(583) 19 (52.8)

Yiiksek 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Bebegin Dogum Boyu n (%)

Diisiik 1(8.3) 1(8.3) 1(8.3) 3(8.3)

Normal 11 (91.7) 11 (91.7) 9 (75.0) 31 (86.1)

Yiiksek 0 (0.0) 0(0.0) 2 (16.7) 2 (5.6)
Kolik Sikayeti n (%)

Var 5(41.7) 8 (66.7) 10 (83.3) 23 (63.9)

Yok 7(583) 4(33.3) 2(16.7) 13 (36.1)
Toplam 12 12 12 36
Grup I ve II’de yer alan kadinlarin demodrafik O6zelliklerinin istatistiksel

degerlendirilmesi Tablo 4.4’de verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda

yalnizca aile tipine gore Grup I ve Grup II arasinda anlamli farklilik saptanmistir (p =

0.028). Sezaryen dogum yapan annelerin ¢ekirdek aile yapisina sahip olma orani normal

dogum yapanlardan anlamli sekilde yiiksek bulunmugstur (Tablo 4.4).

Tablo 4. 4. Grup I ve I[I’'nin demografik 6zelliklerinin karsilastirilmast

Grup I Grup 11 p

Yas (Ort. + ss) 30.02 + 3.60 30.97 +4.10 0.303
Cocuk sayis1 n(%)

1 ¢cocuk 9 (25.0) 7(19.4) 0571

2 ve daha fazla ¢ocuk 27 (75.0) 29 (80.6) )
Sigara veya alkol kullanim n (%)

Evet 5(13.9) 2 (5.6) 0.233

Hayir 31 (86.1) 34 (84.4) )
Annenin Calisma Durumu n (%)

Ev kadinmi 36 (100.0) 34 (84.4) 0.151

Caligtyor 0 (0.0) 2 (5.6) )
Aile Tipi n (%)

Genis aile 18 (50.0) 9 (25.0) 0.008%

Cekirdek aile 18 (50.0) 27 (75.0) )
Gebelikte Emzirme Egitimi n (%)

Evet 8 (22.2) 8 (22.2) 1.000

Hayir 28 (77.8) 28 (77.8) )
Hamilelikte Kilo Alimi n (%)

<10 kg 11 (30.6) 11 (30.6)

10-15 kg 16 (44.4) 16 (44.4) 1.000

>15kg 9 (25.0) 9 (25.0)
Bebegin cinsiyeti n (%)

Kiz 20 (55.6) 19 (52.8) 0.813

Erkek 16 (44.4) 17 (47.2) )
Bebegin Dogum Kilosu n (%)

Diisiik 2 (5.6) 0 (0.0) 0.068
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Normal 31 (86.1) 36 (100.0)

Yiiksek 3 (8.3) 0 (0.0)

Bebegin Dogum Boyu n (%)
Diisiik 5(13.9) 3 (8.3)
Normal 29 (80.6) 31 (86.1) 0.753
Yiiksek 2 (5.6) 3 (8.3)

Kolik Sikayeti n (%)
Var 17 (47.2) 23 (63.9) 0.155
Yok 19 (52.8) 13 (36.1) )

PCR’testi sonuglar1 Tablo 4.5’de gosterilmistir. Caligma kapsaminda degerlendirilen
tim silit Orneklerinde Lactobacillus tiirli saptanmistir. PCR testi neticesinde 25

Lactobacillus spp, 21 L.acidophilus, 36 L.rhamnosus tespit edilmistir.

Tablo 4. 5. Saptanan PCR sonuglari

Sonu¢ Say1 (%)

Lactobacillus spp. 25 (30.5)
L. casei-group 0(0.0)

L. acidophilus 21 (25.6)
L. delbrueckii 0 (0.0)
L. gasseri 0 (0.0)
L. reuteri 0 (0.0)
L. plantarum 0 (0.0)

L. rhamnosus 36 (43.9)

Toplam 82 (100.0)

Grup I ve II’de PCR saptanan sonuglar1 Tablo 6 ve 7’da verilmistir.

Normal dogum yapan (Grup 1) kadinlardan alinan siit 6rneklerine iliskin PCR sonuglar1
Tablo 4.6’da goriilmektedir. Buna gore normal dogum yapan kadinlardan alman siit
orneklerinin 9’unda Lactobacillus spp saptanmis olup bunun 8’1 (%88.9) kolostrum, 1’1
(%]11.1) de olgun siitte tespit edilmistir. 20 siit orneginde L.acidophilus saptanmis olup
bunun 4’1 (%20) kolostrum, 12’si (%60) erken siit, 4’1 de (%20) olgun siitte tespit
edilmistir. 21 siit 6rneginde L.rhamnosus saptanmis olup bunun 4’1 (%19.1) kolostrum,

10°u (%47.6) erken siit, 7’si de (%33.3) olgun siitte tespit edilmistir.
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Tablo 4. 6. Grup I’de saptanan PCR sonuglari

Sonu¢ 1 2 3 Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%)
Lactobacillus spp. 8 (88.9) 0(0.0) 1(11.1) 9 (100.0)
L. casei-groupd 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. acidophilus 4(20.0) | 12(60.0) 4 (20.0) 20 (100.0)
L. delbrueckii 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. gasseri 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. reuteri 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. plantarum 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. rhamnosus 4(19.1) | 10 (47.6) 7 (33.3) 21 (100.0)
Toplam 16 (32.0) | 22(44.0) | 12(24.0) 50 (100.0)

Sezaryen dogum yapan (Grup II) kadinlardan alinan siit 6rneklerine iliskin PCR
sonuglar1 Tablo 4.7°de goriilmektedir. Buna gore 16 Lactobacillus spp saptanmis olup
bunun 10’u (%62.5) kolostrum, 5’1 (%31.2) erken, 1’1 de (%6.3) olgun siitte tespit
edilmigtir. 1 adet L.acidophilus saptanmis olup bu da kolostrum siitte saptanmistir. 15
adet L.rhamnosus saptanmis olup bunun 11°1 (%73.3) erken siitte, 4’1 (%26.7) de olgun

siitte tespit edilmistir.

Tablo 4. 7. Grup II’de saptanan PCR sonuglar1

Sonu¢ 1 2 3 Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%)
Lactobacillus spp. 10 (62.5) 1(6.3) 5(31.2) 16 (100.0)
L. casei-groupd 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. acidophilus 1(100.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (100.0)
L. delbrueckii 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. gasseri 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. reuteri 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. plantarum 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
L. rhamnosus 0 (0.0) 11(73.3) 4 (26.7) 15 (100.0)
Toplam 11(34.4) | 12(37.5) 9 (28.1) 32 (100.0)

Normal (Grup I) ve sezaryen (Grup II) dogum yapan kadinlarin PCR sonuglar1 arasinda
farklilik olup olmadigini tespit etmek i¢in yapilan istatistiksel analiz neticesinde Grup
I’de L.acidophilus saptanma oranint Grup II’ye goére anlamli sekilde ytliksek oldugu
(p<.000), diger bakteri tiirleri agisindan anlamli fark olmadig1 (p>0.05) goriilmiistiir
(Tablo 4.8).
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Tablo 4. 8. Grup I ve II’de’de saptanan PCR sonuglarinin karsilagtirilmasi

Sonu¢ Grup I Grup II p
n (%) n (%)
Lactobacillus spp. 9 (36.0) 16 (64.0) 0.083
L. casei-groupd 0(0.0) 0(0.0) 1.000
L. acidophilus 20 (95.3) 1(4.7) 0.000
L. delbrueckii 0(0.0) 0(0.0) 1.000
L. gasseri 0(0.0) 0(0.0) 1.000
L. reuteri 0(0.0) 0(0.0) 1.000
L. plantarum 0(0.0) 0(0.0) 1.000
L. rhamnosus 21 (58.3) 15 (41.7) 0.157
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S. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda kiiltiir-bagimli  yontemler anne siitiinlin yenidogan barsagindaki il
kolonizasyonu etkileyerek kommensal, mutualistik ve probiyotik bakterilerin kaynagi
oldugunu gostermektedir. Anne siitii 6zel yapida, sindirimi kolay ve enfeksiyonlara
kars1 koruyu oOzellikte bir protein igerigine sahiptir. Canli ve biyolojik bir karisim
oldugu bilinen anne siitii iizerinde son donemlerde yapilan calismalar sonucunda
mikrobiyal iceriginin bireyler arasinda hem tiir hem de say1 agisindan degiskenlik arz
ettigini gostermektedir. Anne siitii mikrobiyotasinda ¢ok sayida farkli mikroorganizma
bulunmaktadir (76,82). Bu mikroorganizma gruplarindan birisi de Lactobacillus
tiirleridir. Normal ve sezaryen dogum yapan annelerin olgun, geg¢is ve kolostrum
stitiindeki Lactobacillus tiirlerinin tespit edilmesi amaciyla yapmis oldugumuz calisma

sonucunda elde edilen sonuglar asagida degerlendirilmistir.

Calisma kapsaminda degerlendirilen tiim siit Orneklerinde Lactobacillus tiirii
saptanmistir. PCR testi neticesinde 25 Lactobacillus spp, 21 L.acidophilus, 36

L.rhamnosus tespit edilmistir.

Sezaryen dogum yapan (Grup II) kadinlardan alinan siit 6rneklerine iliskin PCR
sonuclart incelendiginde 16 Lactobacillus spp saptanmis olup bunun 10°u (%62.5)
kolostrum, 5’1 (%31.2) erken, 1’1 de (%6.3) olgun siitte tespit edilmistir. 1 adet
L.acidophilus saptanmis olup bu da kolostrum siitte saptanmustir. 15 adet L.rhamnosus
saptanmis olup bunun 11’1 (%73.3) erken siitte, 4’1 (%26.7) de olgun siitte tespit
edilmistir. Normal dogum yapan kadmlarin 9’unun siit 6rneginde Lactobacillus spp
saptanmig olup bunun 8’1 (%88.9) kolostrum, 1’1 (%11.1) de olgun siitte tespit
edilmistir. 20 siit 6rneginde L.acidophilus saptanmis olup bunun 4’1 (%20) kolostrum,
12°si (%60) erken siit, 4’1 de (%20) olgun siitte tespit edilmistir. 21 siit 6rneginde
L.rhamnosus saptanmis olup bunun 4’ (%19.1) kolostrum, 10°u (%47.6) erken siit, 7’si
de (%33.3) olgun siitte tespit edilmistir. Normal (Grup I) ve sezaryen (Grup II) dogum
yapan kadinlarin PCR sonuglart arasinda farklilik olup olmadigim tespit etmek igin
yapilan istatistiksel analiz neticesinde Grup I’de L.acidophilus saptanma oranini Grup
I’ye gore anlamli sekilde yiiksek oldugu (p<.000), diger bakteri tiirleri agisindan

anlamhi fark olmadigi (p>0.05) goriilmiistiir. Konuyla ilgili yapilan ¢alismalar
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incelendiginde benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Soto ve ark. (198)
tarafindan  saglikli  kadinlarin  anne siitiindeki  laktobasil ve  bifidobakteri
populasyonunun incelenmesi ve g¢esitli faktorlerin (hamilelik ve emzirme doneminde
antibiyoterapi, lilke ve dogum tarihi, dogum sekli veya bebek yast) etkilerini aragtirmak
amaciyla Almanya ve Avusturya’dan 160 saglikli kadin dahil edilerek yapilan
calismada anne siitlinde en sik bulunan ii¢ Lactobacillus tiiriiniin sirasiyla L.salivarius
(%35), L.fermentum (%25) ve L.gasseri (%21.88) oldugunu, bunun yani sira siit
orneklerinin  %11.88’inde  L.reuteri, %10.63’linde  L.plantarum, %38.13’linde
L.ramnosus ve %4.38’inde de L.casei saptanmistir. Calismada ayni zamanda
Lactobacillus cinsine ait bakterilerin, ilk hafta boyunca, ikinci ila doérdiincli haftadan
veya emzirmenin ilk ayindan sonra alinan numuneler arasinda ilgili tiirlerine dagilimi
konusunda fark bulunmadi. Sezaryen dogum yapan kadinlarin anne siitiinde de
laktobasil daha az tespit edildi, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (2 testi,
P = 0.059). Gebelik veya emzirme doneminde antibiyoterapi alan kadinlarda laktobasil
pozitif 6rnek sayist onemli Olglide diisiik bulundu. Collado ve arkadaslar1 (197),
molekiiler mikrobiyoloji teknigiyle (quantitative real-time PCR) 50 anne siitii lizerinde
yapmis olduklar1 calismada biitiin 6rneklerde infant barsak mikrobiyotast i¢in dnemli
bir kaynak teskil eden Stafilokok, Streptokok, bifidobakteri ve Laktobasil DNA’larini
saptamislardir. Bu caligmada orneklerin biiylik bdliimiinde Clostridium XIVa-XIVb ve
enterokoklarin oldugu da tespit edilmistir. Urbaniak ve ark. (93) tarafindan 33 anne siitii
ornegiyle yapilan ¢alismada Pseudomonas, Stafilokok, Streptokok, Enterobacteriaceae
ve Laktobasil tiirlerinin anne siitiinde en fazla rastlanan bakteriler oldugu, bakteri
profilinin preterm ya da term dogumlarda sezaryen ve vajinal dogumlarda veya bebegin
cinsiyetine gore anlaml sekilde degismedigi bildirilmistir. Boix-Amoros ve ark. (94)
tarafindan gergeklestirilen bir baska calismada laktasyon déonemde bulunan 21 anneden
dogumdan sonraki ilk bir ay igerisinde elde edilen siit 6rnekleri incelenmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda Pseudomonas, Stafilokok, Streptokok ve Acinetobacter
tiirlerinin anne siitli mikrobiyotasinin biiyiikk boliimiinii olusturdugu tespit edilmistir.
Calismada ayn1 zamanda bakteri kompozisyonu ve sayist bakimindan anneler arasinda
biliylik c¢esitlilik oldugu, bazi durumlarda annenin farkli zamanlardaki siitiinde
degisiklikler oldugu saptanmistir. Khodayar-Pardo ve ark. (95) yapmis olduklari
calismada 96 siit 6rnegini kantitatif PCR teknigiyle incelemislerdir. Yapilan ¢alisma
sonucunda biitiin siit 6rneklerinde Streptokok, Laktobasil ve Enterokoklarin dominant

gruplar oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda laktasyon siiresince Enterokok,

56



bifidobakteri ve total bakteri miktarinda artig oldugu tespit edilmistir. Term bebek anne
stitii orneklerinde bifodobaktri konsantrasyonunun laktasyonunun biitiin asamalarinda
prematiire bebeklerinkine oranlar yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yine ayni c¢aligmada
bifidobakteri diizeyinin vajinal dogumlarda sezaryen dogumlara oranla daha yiiksek
oldugu saptanmistir. LaTuga ve ark. (96) yapmis olduklari metaanaliz ¢alismasinda
anne siitlinde en yaygin olan bakteri gruplarinin Stafilokok, Streptokok, Veillonelle,
Gemella, Enterokok Clostridia, Bifido bakteri, Laktobasil, Propioni bakteri,
Actinomyces, Corynebacterium, Pseudomonas, Sphingomonas, Serratia, Escherichia,

Enterobakter, Ralstonia, Bradyrhizobium ve Prevotella oldugunu bildirmislerdir.

Sonu¢ olarak, bu calismanin sonuclari, laktobasillerin hamilelik veya emzirme
doneminde antibiyotik almayan kadinlarin insan siitii mikrobiyotasinin ortak iiyeleri
oldugunu dogrulamaktadir. Bu nedenle, bu tiir bakterilerin varligi, antibiyotiksiz sagliklt
bir insan siitli mikrobiyotasinin bir belirteci olabilir ve anne siitii i¢in bir kriter standardi
tanimlanirken bu dikkate alinmalidir. Sonug olarak, segilen insan siitii laktobasillerinin
antibiyotik alan hamile veya emziren kadinlara veya bebeklerine uygulanmasi, anne
siitinde bulunan dogal bakteri ekosistemini geri kazanmak icin ¢ekici bir yaklasim

olusturabilir.
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liitfen tarihi ve alinan kurum / kurulusun adi ile belirtiniz:

D.2. Varsa, arastirmaci olarak katilinan klinik arastirmalan liitfen belirtiniz:

D.3. Varsa, izleyici (monitor) olarak katiliman klinik arastirmalari liitfen belirtiniz:

D.4. Varsa, saha gorevlisi olarak katihinan klinik arastirmalan liitfen belirtiniz:

D.s. Varsa, arastirma eczacisi olarak katilinan klinik arastirmalan liitfen belirtiniz:

E. OZGECMIS SAHIBININ iMZASI

E.2. Ozgecmis Sahibi

E.2.1. | El yazistyla ad1 soyadi:
E.2.2. | Tarih (giin/ay/y1l olarak):
E.2.3. | Imza:
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