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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

ANNE SUTU ALAN VE ALMAYAN BEBEKLERDE LACTOBACILLUS SPP.
BAKTERILERININ ARASTIRILMASI VE BAZI PROBIYOTIK
KARAKTERLERIN BELIRLENMESI

Tugge MUSLU CAGAL
Kirsehir Ahi Evran Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii

Bu calismada; Sivas Cumhuriyet Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Pediatri
Poliklinigi’ne bagvuran saglikli 0-4 aylik, son 3 ayda antibiyotik, probiyotik takviye
almamis, herhangi bir saglik sorunu bulunmayan 45 bebekten alinan gaita drneklerinden
izole edilmis olan Laktik Asit Bakterileri (LAB) kullanilmistir. Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) yontemine gore tanimlanarak secilen 21 adet izolattan 6 farkl tiir elde
edilmistir. Calismamizda en sik goriilen tiir %59 oraninda Lactobacillus rhamnosus susu
olurken bu susu %13,6 oraniyla Lactobacillus paracasei takip etmektedir. Ardindan %9
oranlarinda Lactobacillus reuteri, Lactobacillus gasseri ve %4,5 oranlarinda Enterococcus
faecalis, Pediococcus acidilactici  suslart  gelmektedir. Suglarin  antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirilmesinde vancomycin, tetracycline, gentamicin, netilmicin,
tobramycin, penicilin, ampicilin, teicoplanin ve amikacin antibiyotikleri kullanilmistir.
Calismamizda biitlin suslar amikacin antibiyotigine direngliyken, tetracycline, penicilin,
gentamicin, netilmicin, teicoplanin, vancomycin, ampicilin ve tobramycin antibiyotiklerine
duyarli bulunmustur. LAB’nin antagonistik aktivitelerinin degerlendirilmesinde 6 farkl
patojen (Escherichia coli 25922, Staphylococcus aureus 6538, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus 25923, Candida albicans ATCC 10231, Listeria monocytogenes
ATCC 19111) kullanilmis olup c¢alisma sonucunda suslarin  biitiin  patojen
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir. Suslarin
kolesterol asimilasyon yeteneklerinin degerlendirildigi ¢alismada %39.1 oraninda T21 ve
T22 suslar en yiiksek kolesterol asimilasyonu gerceklestirmistir. Sonug olarak izole edilen
suslarin pek ¢cogunun probiyotik potansiyele sahip oldugu o6zellikle L. gasseri T21 ve L.
paracasei T22 suslar tek basina veya diger Lactobacillus suslar ile birlikte preparatlarin

tiretiminde kullanilabilecek probiyotik suslar olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sayfa Adedi: 73
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Ergin KARIPTAS, Dr. Ogr. Uyesi Esin KIRAY



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

LACTOBACILLUS SPP IN BABIES WITH AND WITHOUT BREAST MILK.
INVESTIGATION OF BACTERIA AND DETERMINATION OF SOME
PROBIOTIC CHARACTERS

Tugce MUSLU CAGAL
Kirsehir Ahi Evran University
Health Sciency Institute

In this study; Lactic Acid Bacteria (LAB) isolated from stool samples of 45 healthy 0-4
month old babies who applied to Sivas Cumhuriyet University Practice and Research
Hospital Pediatrics Polyclinic, did not take antibiotics or probiotic supplements in the last 3
months, and were not hospitalized for any health problems, were used. Six different species
were obtained from 21 isolates selected by using Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)
method. In our study, the most common species was Lactobacillus rhamnosus with a rate of
59%, followed by L. paracasei with a rate of 13,6%. Then, 9% of L. reuteri, L. gasseri, E.
faecalis, P. acidilactici strains come with a rate of 4.5%. Antimicrobial activities of strains,
especially vancomycin, tetracycline, gentamicin, netilmicin, tobramycin, penicillin,
ampicillin, teicoplanin, amikacin antibiotics used in treatments were evaluated. While all
strains were resistant to the antibiotic amikacin, the most susceptible antibiotics were
tetracycline, penicillin, gentamicin, netilmicin, teicoplanin, vancomycin, ampicillin,
tobramycin, respectively. In order to determine the antagonistic activities of LAB, 6 different
pathogens (E. coli 25922, S. aureus 6538, Bacillus subtilis, S. aureus 25923, C. albicans
ATCC 10231, L. monocytogenes ATCC 19111 were used and the strains showed an
inhibitory effect by giving zones in general. In the study evaluating the cholesterol
assimilation abilities of the strains, T21 and T22 strains achieved the highest cholesterol

assimilation rate of 39.1%. As a result, it is thought that most of the isolated strains have

Xi



probiotic potential, especially T21 Lactobacillus gasseri T21 and Lactobacillus paracasei
T22 strains alone or together with other Lactobacillus strains can be used in the production

of preparations.
Key Words: Lactic acid bacteria, breast milk, probiotic, MALDI-TOF MS

Number of Pages: 73
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1.GIRIS

1.1. Mikrobiyota ve Yenidoganda Mikrobiyal Cesitlilige Etki Eden Faktorler

Gecen yiizyilin baslarinda Pasteur Enstitiisii’nde ¢alisan Rus dogumlu Elie Metchnikoff
‘Bagirsak mikroplarinin gidaya bagimliligi viicudumuzdaki floray: degistirmek ve zararh
mikroplarla degistirmek i¢in 6nlemler almayr miimkiin kilar’ onerisinde bulunmustur.!
Probiyotik ve prebiyotik iceren gidalar ve 6zellikle fermente siit iirlinlerinin tiiketiminin
Bulgar koylerinin sagligi ve émrii iizerinde olumlu etkisi oldugunu savunan Metchnikoff
probiyotik kavramini 6ne siirmiistiir.>> Nobel &diillii (1908) Elie Metchnikoff; {inlii
“Yasamin Uzamasi1’ kitabinda laktobasil i¢eren yogurt tiiketiminin bagirsakta toksin iireten
bakterilerin azalmasiyla ve sonuc¢ta konagin 0mriiniin uzamasiyla iliskili oldugunu iddia
etmistir. Probiyotik mikroorganizmalar sadece kalin bagirsakta etkili degildir. Immiinolojik
parametreleri, bagirsak gegirgenligini ve bakteriyel translokasyonu modiile ederek biyoaktif

ve baska diizenleyici metabolitler saglayarak diger organlari da etkilemektedir.*

Ayni1 donemde Henry Tissier ishalli ¢ocuk digkilarinda Y seklinde bir morfoloji ile
karakterize olan az sayida bifidobakterilere rastlanmistir. Bu bakterilerin saglikli ¢ocuklarda
bol miktarda oldugunu gdrmiistiir.” 1960°a kadar ‘probiyotik’ kelimesi kullanilmasa bile
Metchnikoff ve Tissier probiyotik bakterilerin kullanimina yonelik Onerilerde bulunan
kisilerdir.® Fuller (1989), bagirsak dengesini gelistirerek konak¢1 hayvam faydali sekilde
etkileyen canli mikrobiyal gida takviyesi olarak tanimlamigtir. Benzer bir tanim Havenaar
ve Huis In’t Veld (1992) tarafindan yapilmistir. ‘Hayvana veya insana uygulandiginda yerli
ozelliklerin iyilesmesini faydali sekilde etkileyen canli bir mono veya karigsik bakteri
kiiltiirii’ olarak tanimlanmistir. Daha yeni ancak muhtemelen son tanim olmayan tanim ise
yeterli miktarda tiiketildiginde konak¢inin sagligi iizerine etkisi bulunan canli
mikroorganizmalardir.” Probiyotikler ‘pro’ ve ‘biota’ kelimelerinden tiiremistir. Yasam i¢in

anlamma gelen probiyotik kelimesi antibiyotik kelimesiyle karsit anlamlidir.®

Probiyotikler; yeterli miktarlar1 aktif bir durumda bagirsaga ulasan ve bdylece sagliga

olumlu etkiler ortaya koyan mikroorganizmalardir.’

Gastrointestinal sistem, mikroorganizmalar ve besinlerden gelen antijenlere karsi bir bariyer

gorevi gormektedir. Bagirsakta immiinofizyolojik regiilasyon dogal mikrofloranin
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kurulmasina baghdir. Probiyotiklerin olast mekanizmalar1 arasinda artan bagirsak
gecirgenliginin  ve degisen bagirsak mikroekolojisinin normallestirilmesini igeren
immiinolojik olmayan bir bagirsak savunma bariyerinin gelistirilmesi yatar. Probiyotiklerin
bir bagka olast mekanizmasi; bagirsakta direk immiinoglobulin A yanitlari, immiinolojik
bariyer olusturulmasi, bagirsak stabilize edici bir etki iireten bagirsak enflamatuar yanitlari
hafifletmesi sebebiyle tedavi edici mekanizmasi vardir. Proinflamatuar ve antienflamatuar
sitokinlerin denge kontrolii yoluna birgok probiyotik etki aracilik eder. Bagirsak mukozal
fonksiyon bozuklugunu normallestirir ve asir1 duyarlilik fonksiyonlarini azaltarak

diizenler.'?

Etkili bir probiyotik ajan, konak¢min sindirim siirecinde hayatta kalabilen, bagirsag:
kolonize edebilen, konakg¢ida patojenik veya toksik yan etkiler olmadan faydali yanit
tiretebilen mikroorganizmalardir. Kolonizasyon, midenin asidik ortami ve safranin

duedonumdaki etkileri ile inhibe edilebilir.!!
Iyi saglanmis probiyotik etkiler sunlardir:

1. Rotaviriisiin yol ac¢tigi ya da laktoz intolerans1i ya da antibiyotikle iligkili ishal
sikayetlerinin 6nlenmesi ve/veya sikayetlerin dnlenmesi ve/veya azaltilmasi

2. Kanseri destekleyen enzimlerin ve/veya bagirsaktaki bozulmus bakteriyel
metabolitlerin konsantrasyonunun azaltilmasi

3. Saglikli insanlarda spesifik olmayan ve diizensiz sikayetlerin Onlenmesi ve
hafifletilmesi

4. Helicobacter pylori enfeksiyonu ve/veya bakteriyel asir1 biiyiime ile seyreden
gastrointestinal sistem enflamatuar hastaliklar1 gibi mikrobiyal anormaliikler, iltihaplanma
ve diger sikayetlerle ilgili faydali etkiler

5. Kabizlik veya irritabl kolondan muzdarip kisilerde diski ve diski kivaminin
normallestirilmesi

6. Bebeklerde alerjilerin ve atopik hastaliklarin 6nlenmesi veya hafifletilmesi

7. Solunum yolu enfeksiyonlarinin (soguk alginligi, grip) ve diger bulasict hastaliklarin

yanisira iirogenital enfeksiyonlarin tedavisi*

Bir probiyotik ayni zamanda saglikli bagirsak florasina ayni zamanda saglikli bagirsak
florasina adapte olabilmeli mevcut bagirsak bakterilerini degistirmemelidir. Bagirsak
yiizeyine yapismasi, cogalmasi ve antimikrobiyal maddeler iiretmesi gerekmektedir. ideal

bir probiyotik mukozal ve sistemik bagisiklik tepkisini uyararak konakgiya yarar saglar.'?
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Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogunlugu Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsine aittir.

Bununla birlikte baz1 bakteriler ve baz1 mayalar da probiyotik 6zelliklere sahip olabilir.

Tablo 1. 1: Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar.'*'*
Lactobacilli Bifidobacteria Digerleri
L. acidophilus-group B. longum (BB536) Enterococcus faecalis ®
L.acidophilus (LA-5) B. longum (SP 07/3) Enterococcus faecium
L. crispatus (L. acidophilus ‘Gilliland’)  B. bifidum (MF 20/5) Lactococcus lactis
L. johnsonii (LA1) B. infantis Streptococcus thermophilus
L. gasseri (PA 16/8) B. animalis (B. animalis ssp.  Propionibacteria

lactis BB-12)

L. casei- group B. adolescentis E. coli ¢ (E. coli “Nissle 1917”)
L. (para)casei (L. casei) “shirota” B. breve Sporolactobac. Inulinus ©
L. casei “defensis”’
L. rhamnosus (LGG) Spores of Bacillus cereus “toyoi”
L. reuteri Saccharomyces boulardii ¢

L. plantarum (299 and 299v)

a Spesifik suslarin ticari isimleri parantez iginde verilmistir, b Esas olarak farmasétik preparatlarda kullanilir.
¢ Esas olarak hayvancilikta kullanilir. d S. cerevisia susu olarak yeniden siniflandirildi.

Probiyotikler tiiketilirken spesifik patolojik durumu 6nlemek veya tedavi etmek hedeflenir.
Istenen etki benzer olsa da prebiyotikler farklidir. Prebiyotikler, iniilin ve oligosakkaritler
gibi sindirilemeyen gida bilesenleri olup yararli bagirsak bakterilerinin uyaric1 gelisimini

veya aktivitesini uyarir.

Prebiyotik, ilk olarak 1995 yilinda Gibson ve Roberfroid tarafindan tanimlanmistir.
Kolondaki bir veya sinirli sayidaki bakterinin biiyiimesini ve aktivitesini se¢ici bir sekilde
uyararak konake¢iyr faydali sekilde etkileyen sindirilemeyen gida bileseni olarak
tanimlannmugtir.' Tanimda sinirli sayida ifadesi igin net say1 vermek miimkiin degildir. Insan
bagirsagindaki 400’den fazla ekilebilir veya ekilemez bakteri suslari arasindaki segici
uyarimi test etmek de zordur.* Bu nedenlerle tanim giincellenmis ve prebiyotik; konkac1
saglhigint 1iyilestirmek igin gastrointestinal mikrofloranin kompozisyonu ve/veya
aktivitesinin spesifik degisikliklerine izin veren spesifik degisikliklerine izin veren fermente
edilmis bilsenlerdir. Bu tanima gore prebiyotik ve bifidogenik denge gereklidir. Bu index
giinliik tiiketilen probiyotiklerin gram bagina artirdigi bifidobakteri konsantrasyonu ile
iligkilidir.

Prebiyotik karbonhidratlar, insan enzimleri tarafindan sindirilemeyen ancak kalin bagirsak

florasi tarafindan fermente edilen diyet lifleridir.!®!”

Prebiyotik; kolondaki sinili sayidaki bakteriden birinin biiylimesini ve/veya aktivitesini

secici bir sekilde uyararak konak¢i sagligini iylestiren sindirilemeyen gida bilesenidir.



Prebiyotikler baz1 gida maddelerinde islenmesi zor olabilen ancak ishalin 6nlenmesi ve
immiinomodiilasyon ag¢isindan sagliga yaralar1 bilinen probiyotiklere alternatif olarak; su
anda kullanimda olan prebiyotikler 6zellikle iniilin ve tlirevleri, galaktooligosakkaritler
bitkilerden tiretimi ucuz oldugundan; siit {irlinlerine daha iyi organoleptik 6zellikler verme

potansiyeli olan gidalardaki degerli fonksiyonel bilesenlerdir.'®

Prebiyotikler asagidaki kriterleri yerine getirebilmeli:

1. Sindirilemezlik
2. Gastrointestinal mikrobiyota tarafindan fermantasyon
3. Bagirsak bakterilerinin aktivitesinin veya biiyiimesinin segici olarak uyarilmasi1'®!’

Bir prebiyotik; konak¢inin refah1 ve sagligi iizerine gastrointestinal sistem mikroflorasinda
bilesimi ve/veya aktivitesi spesifik degisikliklere izin veren segici olarak fermente edilmis

bilesendir. Pro ve prebiyotiklerin sinerjistik kombinasyonlarma sinbiyotik denir.'’

Insan gastrointestinal sistemi 100 trilyondan fazla mikroorganizmayi barindirir.2’ Kolondaki
bakteri hiicrelerinin yogunlugu ml basma 10''-10'? oldugu tahmin edilmekte bu da kolonu

diinyada bilinen en yogun niifuslu mikrobiyal habitatlardan biri yapar.?!

Insan genomu 23000 genden olusmasina ragmen bagirsak mikrobiyomu 3 milyondan fazla

geni ve binlerce niikleotidi kodlar.?

Kommensal bakteriler bir¢cok besin ve saftra asitleri, lipitler, amino asitler, vitaminler ve kisa
zincirli yag asitleri (SCFA) dahil olmak iizere metabolitlerin ekstraksiyonunda, sentezinde
ve emiliminde rol oynar. Bagirsak mikrobiyotasi mevcut besin maddelerini tiiketen ve/veya
bakteriyosinler iireterek patojenik bakteri kolonizasyonunun bilylimesini engelleyen 6nemli

bir bagisiklik fonksiyonuna sahiptir.??

Bagirsak mikrobiyotasi bakteri, maya ve viriislerin ¢esitli tiirlerini igerir. Baskin mikrobiyal
filumlar Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria,
Verrucomicrobia’dir. Firmicutes ve Bacteroidetes bagirsak mikrobiyotasinin %90’ 1n1
olusturur. Firmicutes filumu Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus,
Rumnicoccus, gibi 200 farkli cinsten olusur. Firmicutes filumunun %95’ini Clostridium
cinsi bakteriler olusturur. Bacteroidetes tilumu Bacterioides ve Prevotella gibi baskin
cinsleri igerir. Actinobacteria filumu ise orantili olarak daha az miktarda bulunur ve bu

filumda baskin bakteri cinsi Bifidobacterium’dur.**



Yetiskin bagirsak mikroflorasinin yaklasik 500 farkl: tiir barindirdigi bilinmekle birlikte bu
tiirlerin bazilar1 toksin Ttretimi, mukozal iltihabi1 veya karsinojenlerin aktivasyonu
inflamatuar yanitlar sebebiyle potansiyel olarak zararlidir. Bulasici ve enflamatuar
kosullarda bagirsak mikro ekolojisinin dengesi potansiyel olarak patojen bakterilerin sayisi
artacak sekilde degisir. Yerlesik bakteriler tarafindan bagisiklik tepkisi olusturulur.
Probiyotikler, saglikli bagirsak mikroflorasinda bulunan faydali bakterilerdir. Bir susun
probiyotik olarak siniflandirilmasi faydali fizyolojik etkilerinin bilimsel olarak kanitlanmasi,
tiirlin insan kaynakli olmasi, insan kullanimi i¢in giivenli olmasi, safrada stabil olmasi ve
bagirsak mukozasina yapigsmasidir. Bu kriterleri karsilayan en sik kullanilan cinsler
Lactobacillus ve Bifidobacterium’dur."® Bifidobacterium miktar1 artarsa diskidaki HMO
miktar1 azalir ve bu da asetat ve laktat konsantrasyonlarinin yiikselmesine ve Ph’in

diismesine neden olur.?

Bagirsak mikrobiyotasini etkileyen en temel olaylardan birisi de anne siitiiyle beslenmedir.?
Bunlara ek olarak tiim dogumlarin %5-18’ini olusturan preterm bebeklerde mirobiyota,
patojen yiikii fazla olan yenidogan yogun bakim iinitesinde zararli etmenlere maruz kalma,
uzamis gastrointestinal gecis zamani, gestasyonel yas, dogum kilosu, parenteral beslenme,
gecikmis enteral beslenme, gecikmis anne siitiine maruziyet ve anne siitii mikrobiyomuna

maruz kalmama gibi faktorlerden otiirii term bebeklerden mikrobiyotasindan farklidir.>”

Gastrointestinal sistem mikrobiyotasinda en baskin faktorler vajinal dogum veya sezaryen
ve anne siitii ile beslenmedir. Sezaryen dogumla dogan bebeklerde mikrobiyota Bacteroides
fragilis gibi anaerob bakteriler ve bifidobakteri tiirleri 100 kat daha diisiikken; Clostridium
difficile ve E. coli genellikle 100 kat daha yiiksektir.’® Sezaryen dogan bebeklerin vajinal

yolla dogan bebeklerde bulunan bakterilere sayica erismesi bir ay kadar siirebilir.>!

Annenin vajinal ve fekal mikrobiyotasi, bebegin dis ¢cevreyle temasindan 6nce bebege dogal
as1 gorevi yapmaktadir. Anne bagirsak ve vajinasindaki mikrobiyal topluluklar birbirinden
bagimsiz degildir. 35-37. haftadaki gebelerde Lactobacillus ve Bifidobacterium bakteri

tiirlerinin rektum ve vajina arasinda paylasildig1 gosterilmistir.>

Dogum sekli 6zellikle Bacteroides agisindan 6nem tasimakta olup vajinal yolla dogum ve
maternal digki ile temas etmenin bebegin bagirsak mikrobiyotalar1 iizerine giiglii etkisi
bulunmaktadir. Evde vajinal yolla dogmus ve anne siitiiyle beslenen yenidoganlarda en fazla

miktarda bifidobakteri ve C. difficile ve E. coli sayilar1 dogum sekliyle iliskilidir. Hastanede



dogum ve prematiirenin C. difficile ile; daha biiyiik kardesleri olan yiiksek konsantrasyonda
bifidobakterilerle pozitif iliskisi oldugu goriilmiistiir.>°

Liu ve ark. (2015), vajinal ve sezaryen dogan bebeklerin mikrobiyotasini karsilastirdiklar
calismada dogumdan sonraki 2-4. Giinlerde bakteriyel ¢esitlilik agisindan fark olmamasina
karsin vajinal yolla dogan bebeklerde E. coli, Bacteroides spp, B. longum baskin tiirlerken;
sezaryen yolla dogan bebeklerde Staphylococcus spp, Clostridium spp, Enterobacter spp ve
Streptococcus spp’in daha baskin olarak bulunmustur.®* Anne ve bebeklerin fegeslerinin
karsilastirildigi baska bir calismada vajinal yolla dogan bebeklerde sezaryenle dogan
bebeklerden farkli olarak annenin dogum oncesi fegeslerinde bulunan bifidobakterilere

rastlanmistir.>4

1.2. Anne Siitiiniin Besin ve Mikrobiyal I¢erigi

Uluslararas1 Gida Politikalar1 Aragtirma Enstitiistiniin 2014 y1l1 Diinya Beslenme Raporu’na

gore diinyadaki 0-6 aylik bebeklerin %41°i sadece anne siitiiyle beslenmektedir.>

Anne bebek iligkisinin erken kurulabilmesi, annenin kendini daha 1yi hissetmesi, bebegin
anestezi almamis olmamasi sebebiyle normal vajinal dogum anne siitii alimimi olumlu

etkilemektedir.’®

Anne siitiiniin icerigi bebegin metabolik ve beslenme gereksinimlerine en iyi sekilde uyum
saglamak i¢in tiim laktasyon donemi boyunca siirekli olarak icerigi degisir. Anne siitii;

kolostrum, gecis siitii ve olgun siit olarak siniflandirilir.?’

[lk birkag giin yenidogan bebekler tarafindan tiiketilen ve kolostrum olarak adlandirilan anne
stitli antienfektif besin 6geleri yoniinden zengin olup steril olan ortamdan steril olmayan
ortama gecis yapan ¢ocugun ilk asis1 olarak hastalik ve 6liime karsi koruma saglar.®

Kolostruma sar1 rengini veren icerdigi yiiksek orandaki beta karotendendir.*°

Kolostrum olgun siite kiyasla daha fazla sodyum, klor ve magnezyum; daha diisiik miktarda
potasyum ve kalsiyum igerir. Kolostrumda bulunan koruyucu antienfektif i¢erik; lenfositler,
makrofajlar, komplemanlar, laktoferrin, laktoperoksidaz, lizozim, antikorlardir.*!
Kolostrum; enfeksiyon ve alerjiden koruyan antikorlar, akyuvarlar, 20-30 g/l sekretuvar IgA
(olgun siitte 0,3 g/1), 3,54 mg/1 laktoferrin (olgun siitte 1,7 mg/ml), olgun siitiin 50 kat1 kadar
polimorf niikleo lenfositler (PNL), makrofajlar, T ve B lenfositleri, olgun siitten daha fazla

oranda protein (%3-3,5 g), yliksek diizeyde arginin, triptofan, A, D, ve B12 vitaminleri igerir.
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Mekonyumu temizleyerek sariligin  dnlenmesine yardimeidir.*?  Bifidobacteriler ve
Lactobacilluslar fakiiltatif anaerob, laktik asit, biitirat gibi kisa zincirli yag asidi tiretebilmesi
nedeniyle Klebsiella, Proteus, Enterobacter gibi bagirsaktaki firsatci patojenlerden ayrilir.
Ayrica lactobacillus tiirleri gaita nemini, sikligim ve hacmini artirmaktadir.*’ Yag ve laktoz
icerigi ise olgun siite kiyasla daha diisiiktiir.*® Bebek tarafindan sindirilemeyen ve kalin
bagirsaklara ulasana kadar biiyiikk oranda bozulmadan kalan oligosakkarit miktar
kolostrumda 20-23 g/l, olgun siitte 12-13 g/I’dir.** Oligosakkaritler insan siitiinde bol
miktarda bulunmakla birlikte bebege dogrudan besin degeri sunmaz birinci islevi
sekillendirmektir. Bifidobacterium longum subspecies infantis (B. infantis), diger bakteri
tiirlerinde bulunmayan bir dizi glikozidaz ve oligosakkarit tasiyict kodlayan bakteri genleri
sonucu insan siitli oligosakkarit yapisini sindirir. B. infantis oligosakkaritlerin varliginda
daha fazla gelisme gostererek bagirsak hiicrelerinde anti inflamatuar etki gostererek bagirsak

gegirgenligini azaltir,**

Gegis siitii kolostrumdan sonra tiretilir ve yaklasik iki hafta siirer. Kolostrumdan daha yiiksek

diizeyde yag, laktoz ve suda ¢dziinen vitaminler ve kaloriye sahiptir.*’

Anne siitii inek siitiinden daha az protein icermesine karsin whey proteini ve alfa laktalbumin
orani yiiksek oldugundan yenidoganda yeterli triptofan ve aminoasit miktar1 saglayarak ideal
protein yapisinin olusmasini saglar. Yiiksek miktarda bulunan kolesterol lipolitik enzim
sistemlerinin gelisimine yardimci olarak yenidogani gelecek yaslarda ateroskleroz riskini
artiran lipidlerin olusumunu 6nleyebilir. Uzun zincirli yag asitleri beyin ve goz gelisimine
yardimcidir. Laktoz, kalsiyum emilimini artirir, bagirsakta patojen mikroorganizmalarin
olusumunu inhibe etmeye yardimcidir. Preterm bebeklerde anne siitiiniin protein, yag,
sodyum icerigi ilk haftalarda daha yiiksektir. Kolostrum laksatif etki gostererek mekonyum
cikisinin kolaylastirmaya yardimcidir. Anne siitiiniin mikrobesin icerigi 6zellikle A, B2, B2,
B6, B12, D vitaminleri, iyot minerali annenin beslenmesi ve depolarina gore degiskenlik
gosterdiginden multivitamin destegi gerekebilmektedir. Bunlarin disinda beslenmeden
bagimsiz olarak K vitamini miktar1 diisiik oldugundan IM yapilmasi gereklidir. K vitamini
disinda yetersiz miktarda bulunan D vitamini i¢in de destek onerilmektedir. Anne siitiiniin

demir igerigi inek siitiine gore diisiik olmasina ragmen emilimi ¢ok daha yiiksektir.*®

Anne siitil, inek siitiiyle karsilastirildiginda daha fazla yag, laktoz ve 3’de bir oraninda daha
az protein igerir. Kegi siitiiyle kiyaslandiginda ise daha az yag, protein ve daha fazla laktoz

icerir. Inek siitiinde kazein/whey oran1 80/20, olgun siitte ise ortalama 40/60’dir yani anne



stitii daha fazla oranda whey proteinleri barindirir. Whey proteinlerinin yapisinda laktoz
sentetaz enziminin yapisina girerek glikozun UDP- galaktoza baglanmasini katalizleyerek
meme bezlerinde laktoz sentezlenmesini saglayan a-laktalbumin; antienfektif laktoferrin,
lizozim, immiinoglobulinler ve serum albiimini vardir. Inek siitii ise alerjik 6zelliklere sahip
3-laktaglobulin igerirken anne siitiinde B-laktaglobulin bulunmaz; inek siitii ester bagl
fosfat, yiiksek oranda prolin ve diislik oranda sistein i¢eren ¢ozliniirliigii diisiik olan kazein
proteinini daha ytliksek miktarda igerir. Anne siitlinde metionin/sistin orani 0,69 iken inek
siitlinde bu oran 2,72’dir. Yenidoganlarda metionini sistine doniistiiren enzimler yeterince
gelismemis oldugundan sistin oraninin yiiksek olmasit 6nemlidir. Anne siitlinde diisiik
yogunlukta bulunan fenilalanin ve tirozin yenidoganin metabolik hizina uygun orandadir.
Yenidoganda hiicre membraninin biitiinlii§line yardimeci1 olan ve retina zedelenmesini
Onleyen taurin ise anne siitiinde inek siitiine gére 30-40 kat daha fazladir. Anne siitii
epidermal biiylime faktorii (EGF), sinir biiyiime faktorii (NGF), insiiline benzer biiylime
faktorii (ILGF-I), meme kaynakli biiylime faktorii (MDGF), koloni uyaric1 faktér (CSF),
taurin, etanolamin, fosfoetanolamin ve interferon gibi biiyiime faktorlerini yiiksek
yogunlukta igerir. Ayrica anne siitiinde bulunan bifidus faktorii bagirsakta, bagirsak pH’in1
diistirerek diyareye neden olan mikroorganizma ve mantarlarin iiremesini engelleyen
Lactobacillus bifidus’larin olusumunu saglar.*’ Anne siitiiniin, inek siitii veya inek siitiinden

yapilan formiil mamalara gore sindirimi daha kolaydir ve mideden bosalimi daha hizlidir.*



Tablo 1. 2: Olgun anne siitii ve inek siitii bilesimleri (100 ml). *°

Enerji (kkal) 69 61

Protein (g) 1,3 33
Laktoz (g) 7,2 4,7
Yag (g) 4,1 3,0
Protein (%) 7,0 20,0
Laktoz (%) 42,0 30,0
Yag (%) 51,0 50,0

Retinol (pg) 60 35
B3 karoten (pg) 27 22
D (IU) 0,42 0,36
E (mg) 0,34 0,07
K (ng) 0,21 -
Tiamin (mg) 0,02 0,04
Riboflavin (mg) 0,03 0,19
Nikotinik asit (mg) 0,22 0,08
B2 (ng) 0,1 0,3
Bes (ng) 0,01 0,04
Folat (ng) 5,0 5,0
Pantotenik asit (mg) 0,25 0,35
Biotin (ug) 0,7 2,0
C (mg) 3,7 1,5

Sodyum (mg) 14 35-90
Potasyum (mg) 58 110-170
Klor (mg) 42 90-110
Kalsiyum (mg) 34 110-130
Fosfor (mg) 14 90-100
Magnezyum (mg) 3,0 9-14




Tablo 1.2 (Devam): Olgun anne siitii ve inek siitii bilesimleri (100 ml). *

Demir (mg) 0,07 0,03-0,06
Bakir (mg) 0,04 0,01-0,03
Cinko (mg) 0,28 0,2-0,6
Iyot (ng) 3,0 47
Manganez (ug) 0,1 24
Selenyum (mg) 14 0,5-5,0
Taurin (mg) 4,6 0,1
Kiikdirt (mg) 14 30
Bobrek soliit yiikii (mmol/It) 75-80 218

Anne siitiinlin igerigi emzirme siliresince degisir. Bebek emmeye basladiginda gelen onsiit
(fore milk) karbonhidrattan zengin ve sulu iken, sonsiit (hind milk) yagdan zengindir. On siit
bebekte dehidratasyonu ve hipoglisemiyi dnlerken son siit 3 kat fazla yag ve 1,3 kat yiiksek

protein seviyesiyle doygunluk saglar.3%#°

Trigliseritlerin disinda kalan % 2’lik kismi1 yag asitleri, yagda eriyen vitaminler, monogliserit

ve digliseritler, glikolipitler ve fosfolipitler, sterol ve sterol esterleri olusturur.*’

EPA, LA, ALA, DHA yagda eriyen vitamin ve bazi hormonlarin tasiyicisi olarak hiicre
membraninin yapisinda yer alarak gorev yapar. Kolesterol diizeyinin yiiksek olmast; lipit

metabolizma erken aktiflesmesiyle bebegi hiperlidemi ve aterosklerozdan korur.*®

Preterm bebeklerde daha diisiik aktivitesi mukozal laktaz enzimi oldugundan laktoz term
bebeklerin siitiinden daha az bulunur. (enerji gereksiniminin %40°in1). Term bebeklerin

siitiine gdre daha fazla miktarda kolesterol gelisimine katki saglar.*’

Anne siitii ile beslenen bebeklerde anne siitli ghelin, leptin, adinopektin gibi enerji
metabolizmasinda rol oynayan hormonlarin anne siitiinde bulunmasi, yenidoganda beslenme

ve enerji dengesi arasinda baglant: olabilecegini gosterir.*

Laktasyon boyunca intestinal lenfoid dokusunun hiicreleri, lenfatik sistem ve periferik kan
yoluyla memeye hareket eder, boylece hem bagirsak hem de meme derisi anne siitiiyle

beslenen bebeklerde mikroorganizma transferi gerceklesir.>
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Insan siitii oligosakkaritleri (HMO’lar) bebek bagirsak mikrobiyotasinin gesitliligini
saglamada anahtar rol oynar.’! HMO’lar siitiin iigiincii en biiyiik kan bilesenidir ve bu yapisal

karmasikliklar1 nedeniyle konake: tarafindan sindirilemez.>?

Anne siitli; Streptococcus ve Staphylococcus’larm en fazla oldugu, Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus ve Veilonello, Propionibacterium, Faecalibacterium gibi
kisa zincirli yag asidi lireten gibi bakterilerin de kolayca izole edildigi ml basina 100-105
CFU mikroorganizma igeren siittiir.? Insan siitii yenidogan bagirsak mikrobiyotasmin
baslangicinda ve gelisiminde onemli bir faktordiir. Ciinkii dogumdan birkag¢ hafta sonra
bebek bagirsagina siirekli bir mikroorganizma kaynagi olusturur. Giinliik 800 ml anne siitii

tiikketen yenidogan 1*10° - 1*107 kommensal bakteri olusur.>*

Anne siitli yenidogan i¢in en iyi besindir. Ciinkii proteinlerin, karbonhidratlarin, lipitlerin,
mineral ve vitaminlerin essiz kombinasyonundan olusur. Ek olarak bagisiklik sisteminin
olgunlagmasinin desteklenmesi ve enfeksiyonlara karsi koruma gibi faydali etkilerden
sorumlu probiyotik bakteriler gibi biyoaktif bilesikler de i¢erir. Anne siitii steril siv1 degildir,
bebek bagirsagi icin mitkemmel ve siirekli bir kommensal bakteri kaynagi olusturur. Insan
stitiinde en sik rastlanan Stapylococcus (S. salivarius, S. mitis, S. parasanguis, S. peares),
Streptococcus spp. (S. salivarius, S. mitis, S. parasanguis, S. peares), Enterococcus (E.
faecium, E. faecalis) ve Lactobacillus spp. (L. gasseri, L. salivarius, L. rhamnosus, L.

plantarum, L. fermentum, L. fermentum, L.reuteri) tiirlerine ait bakterilerdir.>>-°

Mikrobiyal kolonizasyon dogumdan sonra baslar ve baslangicta fakiiltatif anaerobik suslar
baskinken daha sonra laktik asit bakterileri ve koliformlar bagirsak mikroflorasinda baskin
hale gelirler. Emzirme bagirsaktaki bifidobakterilerin biiyiimesini tesvik ederken, formiille
beslenen bebekler bifidobakteriler, bakteroidler, klostridia ve streptokoklar1 igeren daha

karmasik bir mikrofloraya sahiptir.>’

Son yillarda, biberonla beslenen bebeklerde ilk 2-3 ay emzirilen bebeklerinkine benzer
sekilde daha yumusak ve asidik (Ph 5-6) bebek diskis1 ve yiiksek bifidus icerigine sahip

bagirsak florasii indiiklemek i¢in caba gosterilmistir.*

Emzirilen bebeklerde bifidobakteriler ve stafilokoklar yaygin bulunmusken formula ile

beslenen bebeklerde enterokoklar baskin bulunmustur.®

Bifidobacterium ve Lactobacillus’lar fakiiltatif anaerob; laktik asit, butirat (kisa zincirli yag

asidi tiretebilmesi nedeniyle Klebsiella proteus, Enterobacteriaceae gibi bagirsaktaki
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firsat¢1 paojenlerden ayrilir. Ayrica Lactobacillus tiirleri gaita nemini, sikligini ve hacmini

arttirir.®

Her bireyin konak¢inin besin metabolizmasinda spesifik rol oynayan, bagirsak mukozal
bariyerinin yapisal biitiinliigiinlin korunmasi, immiinomodiilasyon ve patojenlere karsi
koruma saglayan benzersiz bir bagirsak mikrobiyota formiiliine sahiptir. Bagirsak
mikrobiyotasi cins, aile, takim ve filum tarafindan taksonomik olarak siniflandirilan farkl
bakteri tiirlerden olusur. Her insanin bagirsak mikrobiyotast dogum zamani, dogum sekli,
beslenme yontemi, siitten kesim zamani ve anibiyotik gibi faktorlere bagl olarak yasamin

ileri donemlerde sekillenir.”®
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Tablo 1. 3: Bagirsak Mikrobiyotasinin Taksonomik Siniflandirma Ornegi.*

Filum

Simif

Takim

Aile

Cins

Tiir

Actinomycetales — Corynebacteriaceae Corynebacterium
Actinobacretia Bifidobacterium longum
Bifidobacteriales — Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Actinobacteria Bifidobacterium bifidum
Coriobacteriia — Coriobacteriales — Coriobacteriaceae Atopobium —
y " Faecalibacterium
Faecalibacterium e
prausnitzii
Clostridiaceae
Clostridium — Clostridium spp.
— Clostridia — Clostridiales
Lachnospiraceae Roseburia }——a Roseburia intestinalis
Ruminococcaceae Ruminococcus — Ruminococcus faecis
Firmicutes et Negativicutes — Veillonellales — Veillonellaceae Dialister — Dialister invisus
Lactobacillaceae Lactobacillus [—— Lactobacillus reuteri
Lactobacillales
Enterococcaceae Enterococcus [— Enterococcus faecium
— Bacilli
Bacillales — Staphylococcaceae Staphylococcus — Staphylococcus leei
r—1 Sphingobacteriia — teriale: — teriaceae Sphingobacterium Bacteroides fragilis
r—1 Bacteroidaceae Bacteroides Bacteroides vulgatus
Bacteroidetes —
Tannerella Bacteroides uniformis
m Tannerellaceae
— Bacteroidia — Bacteroidales = Parabacteroides [— Parabacteroidesdistasonis
- Rikenellaceae Alistipes — Alistipes finegoldii
— Prevotellaceae Prevotella — Prevotella spp.
Escherichia — Escherichia coli
—{ Gamma proteobacteria  |jrm— Enterobacteriales — Enterobacteriaceae
Shigella — Shigella flexneri
Desulfovibrio p—— Desulfovibrio intestinalis
Proteobacteria —
= Delta preteobacteria |t Desulfovibrionales — Desulfovibrionaceae
Bilophila |—— Bilophila wadsworthia
— Epsilon bacteria — Campylobacterales — Helicobacteraceae Helicobacter — Helicobacter pylori
Fusobacteria 1 Fusobacteriia 1 Fusobacteriales 1 Fusobacteriaceae Fusobacterium [=—— Fusobacterium nucleatum
Verrucomicrobia — Verrucomicrobiae — Verrumicrobiales — Akkermansiaceae A —v A ia muciniphila
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Pediatrik ¢caligmalarda etkinligi gosterilen ¢ift kor plasebo kontrollii caligmalarda

Akut Ishal tedavisinde Lactobacillus GG
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus acidophilus Lb
Saccharomyces boulardii
Streptococcus thermophilus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus bulgaricus

Akut Ishal Onleme Bifidobacterium bifidum
Streptococcus thermophilus

Lactobacillus GG

Clostridium difficle 6nlenmesi veya tedavi edilmesi Lactobacillus GG
Antibiyotikle iliskili ishalin 6nlenmesi Lactobacillus GG
Alerjik dermatit/ kolit Lactobacillus GG
Bagisiklik sistemi modiilasyonu Lactobacillus GG*°

Cesitli calismalar kolostrum ve anne siitiiniin bebek bagirsagina siirekli, kommensal,

mutualistik, potansiyel olarak probiyotik bakteri kaynagi oldugunu ortaya koymustur.®!

Emzirilen bebeklerin gastrointestinal mikrobiyotasi, klasik standart formiille beslenen
bebeklerinkinden farklidir. Annenin siitii prebiyotik oligosakkaritler agisindan zengindir ve

az miktarda probiyotik igerir.®?

1.3. Anne Siitiiniin Gastrointestinal Sistem ve Hastaliklarla Iliskisi

Bir arastirmaya gore anne siitliiyle beslenen bebeklerin yasamin ilk 6 ayinda formiil mama
ile beslenen bebeklerin &liim riskinin sadece %]12’sine sahip oldugu goériilmiistiir.> Baska
bir calismada ise 4 aydan daha uzun siire emzirmenin yasamin ilk yilinda artmis
kortikosteroid ile tedavi edilen hirilt1 ataklari ile iliskili oldugu bulunmustur.%* Altinkaynak
vd. (2006)% yilinda yaptiklar calismaya gore 6 aydan fazla anne siitii aliminim akut 16semi

ve lenfoid malignitelerine kars1 koruyucu etkisi oldugu sonucuna varilmstir.

Anne siitli almanin akut otitis medya, spesifik olmayan gastroenterit, ciddi alt solunum yolu

enfeksiyonlari, atopik dermatit, astim, obezite, tip I ve tip II diyabet, 16semi, ani bebek 6lim
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sendromu, nekrotizan enterokolit goriilme riskinin daha diisiik olmasiyla iligkisi
gosterilmistir. En az 3 ay inek siitii proteinine maruz kalmayan bebeklerde tip I diyabet
insidansinda %30’a varan azalma azalma bildirilmistir.®® Bu ¢alismanm aksine pek ¢ok
Avrupa iilkesini kapsayan ¢ok merkezli bir arastirmada c¢ocuklarin herhangi bir siire
emzirilmesi tip I diyabet risk oraninda risk oraninda azalma ile iligkiliyken 3 aydan once
inek siitii veya formiil mama ya da kat1 yiyeceklerin risk oraninda 6nemli bir yiikselme

yapmadig1 belirtilmistir.®’

Anne siitiiniin haemophilus influenzae tip B enfeksiyonlarina kars1 10 yil, solunum yolu
enfeksiyonlarina karst 7 yil, orta kulak iltithabina kars1 3 yil, ishale kars1 2 yil boyunca
koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir. Ayrica anne siitilyle beslenen bebeklerde emme
zamaninin sonunda gelen son siit doyma hissinin olugmasina yardimcidir. Anne siitiiyle
beslenen bebekler besin miktarini bebek belirlerken biberonla beslenen bebeklerde besin
miktarin1 anne belirlemektedir. Anne siitiiyle beslenen bebeklerde mevcut olan yiiksek kan
leptin diizeyinin bireyin ileri yasamindaki obeziteye karsi koruyucu rol iistlenmekte oldugu

diistiniilmektedir.®®

Anne siitiiyle beslenen bebeklerde formiil mama ile beslenen bebeklere gore alerji ve

enfeksiyon riski daha azdir.%’

Emzirme eksikligi 6zellikle yasamin ilk 6 aylik doneminde uygun olmayan tamamlayici
besinlerle beslenme; bebek ve ¢ocukluk cagi icin morbidite ve mortalitesi yliksek onemli
risk faktorleridir. Diinyadaki bebeklerin %35’inden fazlasi anne siitiiyle beslenmemektedir.
Yasamin ilk 4 ayinda tamamlayic1 besinler genellikle beslenme acgisindan yetersiz ve
giivensizdir. Yetersiz beslenen cocuklar daha sik hastalanir ve gelisim bozuklugunun
olumsuz sonuglarina yasam boyu maruz kalirlar. Bebekler optimal biiyiime ve gelismeyi
saglamak icin 6 ay boyunca sadece emzirilmelidir. Yasamin ilk iki yili biliylime ve
gelismenin en hizli oldugu dénem oldugundan bu donemdeki beslenme sekli bireyin ileri
yaslarina da katki saglamaktadir. 6. Aydan sonra artan besin ihtiyaci i¢in bebeklere yeterli
ve giivenli tamamlayict gidalar verilirken emzirme 2 yasina kadar veya daha uzun siire

devam eder.*%7°

Emzirmenin hayatta kalmanin 6tesinde ¢ocuklarin beyin gelisimini arttirdigina ve asir1 kilo
alimina kars1 koruma sagladigina dair kanitlar vardir. Ayrica annelerde meme ve yumurtalik

kanseri, Tip II diyabet ve anemi riskini azaltmada énemlidir.*%°
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Karatas vd. (2008)"! yilinda yapt1§1 ¢alismada formiil mamalarla beslenen bebeklerde anne
siitliyle beslenen bebeklere gore leptin diizeyi daha diisiik bulunmustur. Bu da daha diistik
dogum agirlikli olan bebeklerde daha hizli kilo alimina neden olmustur.

Tablo 1. 4: Anne siitiinde bulunan enfeksiyon onleyici faktorler ve etkiledikleri
mikroorganizmalar.’

Antibakteriyel Faktorler

SigA E.coli, C.tetani, C. Diphteriae,

D. Pneumonia, Salmonella, Shigella

Bifidus Faktor Enterobakteriler
Laktoferrin E .coli, C. albicans
Lizozim Balantidium.coli, Salmonella

Antiviral Faktorler

Si1gA Palio tip 1,2,3; Coxsackie tip Ag; B3; B15

Echo tip 6,9 Rotavirus

Lipitler (Doymamis yag asitleri) Herpes simpleks, Influenza, Sart Humma, Japon
Ensefaliti Viriisti

Immiinoglobulin Olmayan Makromolekiiller Herpes simpleks, Vezikiiler Stomatitis Virisi

Hiicreler Interferon Sentezi, Fagositoz

Ek gidayla erken tanigsma bebekte gastroenteritlerin goriilme riskini arttirir. Ek gidayla 3.
aydan oOnce tanisanlar %70 oraninda diyare goriiliirken 4-6 ayda gecenlerde ise bu oran

%51,5 oranindadir.”?

Oztiirk ve ark. (2007) 24 anne siitii ve 23 bebek mamas1 alanlar arasinda yaptiklar1 calismada
ilk 3 ayda anne siitii alan bebeklerin hi¢birinde diare veya konstipasyon sikayeti bulunmamis

ancak 2,4,8. Haftalarda goriilen diski siklig1 farki 16. haftadan sonra ortadan kalkmustir.”?

Anne siitli; hiicresel biiylime, sindirim sisteminin olgunlagmasi, simbiyotik floranin
olusumu, bagirsaklarla iliskili lenfoid dokularin gelisimini uyarmasiyla yenidoganda
gastrointestinal sistem {iizerinde islevleri olan besindir.”* Anne siitiiniin bilesenleri; bu
bilesenlerin gastrointestinal sistem mukozasina baglanmasi, gastrointestinal sistemin
gelilmesini ve fonksiyonlarim etkileyen ajanlar igerir. Insan siitiindeki interlokin (IL)-10
prematiir bebeklerde nekrotizan enterokolite benzer enterokolite karsi koruma saglar. Anne

siitlindeki bazi ajanlar, bebeklerdeki ayni ajanlardaki gelisimsel gecikmeleri telafi ederler,
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bebegin gastrointestinal kanalinda iltithaplanmay1 6nler ve kommensal enterik mikrofloranin

olusmasia yardimec1 olur.”

Ik 6 ay sadece anne siitiiyle beslenmekle yilda 1,3 milyon bebegin liimiiniin 6niine
gecilebilecegi diisiiniilmektedir.”® 130.000’den fazla anne siitiiyle beslenen yenidoganin
dahil edildigi dort iilkeden bes ¢alismanin metaanalizine gore dogumdan 2-23 saat sonra
emzirilmeye baslananlara, 1 saat i¢inde emzirilmeye baglananlara gore %33 daha fazla 6lim
riski tasimakta; 24 saat veya daha ge¢ emzirilen yenidoganlarda ise risk 2 katindan

yiiksektir.””

WHO, 2001 yilina kadar yenidoganlarin ilk 4-6 ay anne siitii almas1 gerektigini onerirken

daha sonra bu siire anne siitiiniin neminin daha fazla kavranmasiyla ilk 6 aya ¢ikarilmistir.”®
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

Calismanizda Sivas Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesine bagvuran yas araligi 0-4 ay olan, vajinal yolla dogmus, son 3 ayda antibiyotik
ve/veya probiyotik tedavisi almamis sadece anne siitii alan veya anne siitiiniin yaninda
formiil mama ile beslenen 45 saglikli bebegin gaitalarindan izole edilen LAB’ 1

kullanilmustir.

Alman numuneler, steril kosullarda Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilerek ayn1 giin igerisinde
degerlendirilmeye alinmistir. LAB’ nin gelistirilmesi ve aktiflestirilmesinde MRS (De Man
Ragosa Sharpe, Merck) sivi ve kati besiyeriyle calisilmistir. Her bir 6rnek MRS kat1
besiyerine ti¢lii ekimleri yapilarak anaerobik jarda 37°C’ de 48 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda MRS kati besiyerlerinde olusan biiyiik, kiiciik, beyaz,
kirli beyaz ve opak olarak farkli goriilen koloniler tekrar ayr1 ayrt MRS kati besiyerine
ekilerek saflastirilarak 48 saat siireyle tekrar inkiibasyona birakilarak cogalmalar
saglanmistir. Daha sonra -18 derecede stoga alinarak Ahi Evran Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji laboratuvarina getirilmistir.

LAB’ nin antagonistik etkilerinin tespiti i¢in kullanilan E.coli ATCC 25922, S. aureus
ATCC 6538, B. subtilis, S. aureus ATCC 25923, L. moncytogenes suslart Amasya
Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvarmin kiiltiir stogundan temin edilmistir. Kullanilan
kiltlirlerin uygun gelisim sicakliklari, hangi besiyerinde ¢ogaltildiklari, temin edildikleri

kaynaklar Tablo 2.1’ de, besiyerlerin kimyasal bilesimleri ise Ek 1°de gdsterilmistir.
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Tablo 2. 1: Caligmada bakteri kiiltiirleri, gelisme ortamlar1 ve uygun gelisim sicakliklari.

E. coli ATCC 25922 TSB 37°C
S. aureus ATCC 6538 TSB 37°C
B.subtilis TSB 37°C
S.aureus ATCC 25923 TSB 37°C
Candida albicans ATCC TSB 37°C
10231

L.monocytogenes ATCC TSB 37°C
19111

2.1.1. Gaita LAB Kiiltiirlerinin Saklanmasi

2.1.1.1. Cozelti ve Malzemelerin Sterilizasyonu
Laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan cam malzemelerin sterilizasyonu 240°C’de 1,5 saat
kuru hava sterilizatorli (Elektromag M5040); hazirlanmis kati1 ve s1vi besiyerleri, tampon ve

soliisyonlar otoklavda (Niive OT40L) 121°C de 15 dakika siireyle buharli 1siyla steril

edilmistir.
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3.2. METOD

3.2.1. Materyallerin Toplanmasi

Calismada kullanilan LAB saglikli bebek bezlerinden siiriintli seklinde alinmistir. Alinan
numuneler gaita kabina alinarak ayni giin bekletilmeden Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuvarinda analizine
baslanmigtir. Gaita 6rnegi alinmasi gereken hastalarin annelere bebegin cinsiyeti, dogum
haftasi, dogum agirligi, su andaki agirligi, beslenme sekli (sadece anne siitii ya da anne
siitliniin yani1 sira bebek mamasi alip almadigi) ve giinliik digkilama sayis1 sorulmustur. Hasta

bilgi formu ekte verilmistir.

3.2.2. Gaita LAB’nin izolasyonu ve Identifikasyonu

3.2.2.1. Gaita LAB’nin Kismi Karakterizasyonu

MRS kat1 besiyerinde 24-48 saat inkiibasyona birakilan izolatlardan bir miktar 6rnek
alinarak bir damla serum fizyolojik damlatilmis lama yayilmis ve kurumasi beklenmistir.
Kuruma isleminden sonra 3-5 defa bek alevinden gegirilen lamlara sirasiyla kristal viyole
boyas1 dokiilerek 1 dakika bekletildikten sonra distile suyla yikanmis; liigol ¢ozeltisi
damlatilip 1 dakika bekletildikten sonra tekrar distile suyla yikanmig; ardindan saf alkol
damlatilip 15 saniye beklendikten sonra distile suyla yikanmis; safranin boyasi damlatilip
30 saniye beklendikten sonra en son distile suyla yikanarak gram boyama islemi
tamamlanmistir. Lamlar tekrar kurumasi i¢in bekletilmistir. Kuruyan lamlarin iizerine
immersiyon yagi damlatilarak izolatlarin morfolojisi ve gram boyama o6zellikleri 100x
biiyiitmeli 151k mikroskobunda (LEICA DM500) gozlemlenmistir. Boyama sonucunda mor

renkli olanlar gram pozitif bakteri olarak degerlendirilmeye alinmustir.

3.2.2.2. Gaita LAB’nin ve Probiyotik Bakterilerin Genotipik Karakterizasyonu

Izole edilen suslarin Hatay Mustafa Kemal Universitesi laboratuarinda Bruker Daltonik
MALDI Biotyper Classification yontemiyle cins ve tiir tanimlamalar1 yapilmistir.

MALDI-TOF MS (matriks assisted laser desorption ionization time of flight mass
spectrometry)  mikroorganizmalarin ~ protein  profillerinin  ortaya  ¢ikarilarak
tanimlanmalaridir. Elde edilen bu profiller mevcut kiitiiphanedeki mikroorganizmalarla

karsilastirilarak tanimlama yapalir.”
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MALDI-TOF MS kolay, ucuz ve hizlidir. MALDI-TOF MS yo6ntemi i¢in bozulmamis bir
bakteri kolonisini (formik asit eklenmis ya da eklenmemis) ve hazirlanmis protein
ekstraksiyonu MALDI plakasina eklenir. Formik asit ¢zeltisinin eklenmesi {iretilen kiitle
spektrumunun kalitesini artirdigindan 6zellikle mayalar gibi mikroorganizma tiirleri igin

yararhdir.

Kiiltiir plaginda tireyen koloniden 6rnek alinarak MALDI TOF plagina stirtiliir. Oda 1sisinda
kurumasi beklenerek %70’lik formik asit ve matriks (HCCA; siyano-4-hidroksisinamik asit)
sollisyonundan eklenir. Plak analiz icin MALDI TOF MS cihazina birakilarak lazer atigina

maruz birakilarak sonug okunur.®°

3.2.2.3. Gaita LAB’nin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.2.3.1. Gaita LAB’nin Hemolitik Aktivite Testi

Izole edilen suslarin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla 37°C’ de MRS agar
besiyerinde 18 saat gelistirilmis kiiltiirler, ticari %5 koyun kani iceren Colombia-agar
(bioMerieux, Inc. France) besiyerine ¢izgi ekimleri yapilmistir. 37°C” de 24 saat inkiibatorde
bekletilen sus kolonilerinin etrafinda parlak yesil zon olugsmussa a- hemolitik; berrak zon
olugmussa B- hemolitik; zon olugsmamigsa y- hemolitik olarak adlandirilmistir. E. coli ATCC

25922 ve S. aureus ATCC 29213 kontrol bakterileri olarak kullanilmustir.

3.2.2.3.2. Gaita LAB’nin ve Probiyotik Bakterilerin Asit ve Safra Toleransi

Gaitadan elde edilmis olan laktik asit bakterileri ve probiyotik bakterilerin midenin asidik
ortaminda hayatta kalarak bagirsaklara ulasilabilirligini test etmek amaciyla mide sivisi
ortamina benzeyen bir ortam hazirlanmistir. Tiiplere 5’er ml otoklavda steril edilmis MRS
Broth hazirlanmis ve suglar 18 saat aktiflestirildikten sonra 3000 x g’de 15 dakika 4°C’de
santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti sterilfosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile iki kez
yikanmistir. Daha sonra PBS tamponu (1N NaOH ve 1IN HCI) pH dereceleri 2.0, 2.5,3.0
olacak sekilde 3 farkli sekilde hazirlanmig ve suslar hazirlanan diisiik pH dereceli PBS
tamponlarinda 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Kontrol i¢in pH degeri 7.2 olan PBS
kullamilmustir. Inkiibasyonun 0. ve 3. saatlerinde diisiikk pH derecesinde inkiibasyona tabi
tutulan Orneklerden 1 er ml almarak ependorf tiiplere konularak 1077 diizeyine kadar

seyreltilmis ve steril MRS agar besiyerlerine 3’1l paralel ekimleri yapilmig 37°C’de 24 saat
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inkubasyona birakilarak siire sonunda kontrol ve test grubundaki koloniler sayilarak %

Canlilik= X/Xo formiiliiyle %canlilik oranlar1 hesaplanmistir.
X: Test grubu canli mikroorganizma sayist
Xo: Kontrol grubu canli mikroorganizma sayisi

Safra Tuzu Toleransi: Izole edilen laktik asit bakterileri ve probiyotik bakterilerin safra
tuzub iceren besiyerinde hayatta kalabilme 6zelliklerinin test edilebilmesi amaciyla agirlikca
%0,3; 9%0,5 ve %1 safra tuzu (oxgall, sigma) iceren MRS siv1 besiyerleri hazirlanarak
otoklavda 121°C’ de 15 dk steril edilmistir. Her 6érnekten 0,1 ml alinarak 5 ml steril MRS
stv1 besiyeri iceren tiiplere eklenerek 1 gece inkiibatorde aktiflestirilmistir. Her 6rnekten 1
ml alinarak eppendorf tiiplerde 10.000x g’de 5 dakika 4°C’ de santrifiij edilerek list faz
ayrilarak ¢okelti PBS (pH 7.2) ile iki sefer yikanarak ve tekrar yeniden fosfat tamponunda
stispanse edilerek farkli oranlarda safra tuzu igeren MRS besiyerlerine her 6rnekten 0,1 ml
almarak asilama yapilmis 3 saat inkiibatorde bekletilmistir. inkiibasyonun 0. ve 3.
saatlerinde orneklerden 1’er ml steril eppendorf tiiplere alinarak 107 diizeyine kadar
seyreltilmis ve MRS kat1 besiyerlerine 6ze yardimiyla 3 paralel ekim yapilmistir. Suslar

37°C’de 24-48 saat bekletilerek koloniler sayilmis ve % canlilik oranlari tespit edilmistir.
% Canlilik = X/Xo x100
X: Test grubu canli mikroorganizma sayisi

Xo: Kontrol grubu canli mikroorganizma say1si

3.2.2.3.3. Gaita LAB’nin pH Degisimi Uzerine Etkisi

Her bir 6rnegin MRS s1v1 besiyerine asilamalar1 yapilmis 37°C’de 18 saat inkiibasyonlari
sonucunda kiiltiirlerin asidik pH degerlerini belirlemek amaciyla pH metre (AZ Instrument)
ile Ol¢lilmistir. Kontrol olarak asilama yapilmamis steril MRS sivi besiyeri pH’sina

bakilmistir. Olgiimler 3 tekrarli olarak yapilmistir.

3.2.2.3.4. Gaita LAB’nin Laktik Asit Miktarlarinin Belirlenmesi

MRS s1vi1 besiyerinde 37°C’de 18 saat aktiflestirilmis 5’er ml’lik 6rneklerin her birine 5 ml
saf su ve 250 mikro litre fenolftalein eklenmistir. 0,1 N NaOH damla damla eklenerek titre

edilmistir. Damla sayis1 4 ile carpilmistir. Harcanan her 1 ml 0,1 N NaOH 0,009 g laktik

aside es deger olacak sekilde her bir 6rnegin laktik asit miktar1 belirlenmistir.
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3.2.2.3.5. Gaita LAB’nin Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

MRS agarda 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmig ekiivyon ¢ubugu araciligiyla 1’er ml
steril serum fizyolojik sivilara aktarilmig 0,5 McF’a (625 nm absorbans= 0,08-0,1)
ayarlanmis ve steril drigalski spatiilii ile steril MRS agar lizerine homojen sekilde yayilmis
ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmugtir. Inkiibasyon sonunda ekim yapilmis petri
kaplarina uygun araliklarla 9 adet antibiyotik antibiyogram disk yerlestirilerek 37°C’de 24
saat siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda antibiyotik disklerin etrafinda
olusan zonlarim caplar1 kumpas ile milimetrik olarak dl¢iilmiistiir. Ol¢iimler NCCLS (Klinik
Laboratuvar Standartlar1 Ulusal Komitesi) kriterlerine gore Direngli (R), Yar1 Hassas (I) ve
Hassas (S) olarak degerlendirilmistir. Calismada Ampicilin (AM) (10 mcg); Penicilin (P)
(10 U); Teicoplanin (TEC) (30 mcg); Gentamicin (CN) (120 mcg); Tetracyclin (T) (30 mcg);
Netilmicin (NET) (30 mcg); Vancomycin (VA) (30 mcg); Tobramycin (TOB) (10 mcg);
Amikacin (AK) (30 mcg) diskleri kullanilmistir.

3.2.2.3.6. Gaita LAB’nin Patojen Mikroorganizmalar Uzerindeki Antagonistik

Aktivitelerinin Belirlenmesi

LAB ve diger probiyotik bakterilerin klinik olarak 6nemli olan insan patojenlerine kars1
antagonistik aktivitelerini 6l¢mek amaciyla Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvart ve Amasya Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan elde edilen E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 6538, B.
subtilis, S. aureus ATCC 25923, C. albicans ATCC 10231, L. monocytogenes ATCC 19111
patojenleri TSA besiyerinde 37°C’ de 18 saat aktiflestirildikten sonra son konsantrasyonlari
1 x 10° CFU/mlolacak sekilde TSA besiyerlerine steril drigalski spatiilii ile homojen sekilde
yayilmistir. Ekimleri yapilan kiiltiir plaklara esit araliklar birakilarak 6 mm ¢apinda
kuyucuklar agilmistir. A¢ilan kuyucuklara MRS sivi besiyerinde 18 saat aktiflestirilmis
10.000 x g’de 7 dakika santrifiij edilmis; 0,45 mikro m’lik (Milipore LAB ve probiyotik
bakteri kiiltiirlerine ait silipernatantlardan 120 p litre alinarak kuyucuklara aktarilarak
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda zon ¢apinin mm olarak 6l¢iilmiis

ve 3 tekrarin ortalamasi alinarak degerlendirilmistir.

3.2.2.3.6. Gaita LAB’nin Otoagregasyon ve Koagregasyon Ozelliklerinin

Belirlenmesi

23



Saglikli gaita mikroflorasindan izole edilen LAB’nin otoagregasyonunu gozlemlemek i¢in
%1 oraninda MRS sivi besiyerine inokiile edilen kiiltiirlerin 37°C’ de 18 saat
aktiflestirilmesinin ardindan 6000 x g’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. Cokelti iki kez
PBStamponu (pH 6.2) ile yikandiktan sonra 600 nm’de optik dansite (OD) 0.6 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra ayni PBS ile yeniden siispanse edilmistir. Bu sekilde 4 ml olacak sekilde
hazirlanan kiiltiirler 10 saniye vortekslenerek, otoagregasyon 6zelligini tespit etmek icin 4
saat siiresince oda sicakliginda bekletilmistir. Her saat baslarinda kiiltiirlerin {ist kisimdan
0.1 ml alinarak 3.9 ml MRS siv1 besiyeri ile seyreltilerek kiiltiiriin bekletme Oncesi ve
bekletme sonras1 OD’leri 600nm’de UV spektrofotometrede (Thermo Scientific Evolution
60S UV Spektrofotometre) okunmustur. Otoagregasyon i¢in kullanilan formiil asagidaki
sekildedir.

Otoagregasyon (%) = (OD baslangi¢ - ODson)/(OD baslangi¢) x 100
ODbaslangi¢: Otoagragasyonun baslangi¢ zamani (t=0)
ODson: Her saat sonundaki OD deger (t =1, 2, 3, 4).

Koagregasyon oOzelliginin belirlenmesinde de otoagregasyon yonteminde oldugu gibi
tarafindan verilen yontem kullamilmistir. %1 oraninda MRS besiyerine inokiile edilen
kiiltiirler 37°C’ de 18 saat inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan 6000g’ de 15 dakika santrifiij
edilerek iki kez PBS ile yikanmasinin ardindan 600 nm’de optik dansite (OD) 0.6 olacak
sekilde MRS besiyerinde c¢ozilmistir. Koagragasyon yetenegini belirlemek icin
kullanilacak olan patojen bakterilerin hiicre siispansiyonlarida uygun sivi besiyerlerinde

aktiflestirildikten sonra ayni sekilde hazirlanmistir.

Koagregasyon icin Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 numarali suslar kullanilmistir. Patojen her sustan 2
ml alinarak diger hiicre siispansiyonu ile esit miktarda karistirilarak, 15 saniye vortekslenmis
ve koagregasyon Ozelligi icin 4 saat siliresince oda sicakliginda hareket ettirmeden
bekletilmistir. Her saat baginda iist fazdan 0.1 ml alinarak 3.9 ml MRS s1v1 besiyeri ile
seyreltilerek kiiltiiriin bekletme dncesi ve bekletme sonrasi optik yogunluklart 600nm’ ye
ayarlanmig spektrofotometrede (Thermo Scientific Evolution 60S UV Spektrofotometre)

okunmustur. Koagregasyon yiizdesinin belirlenmesinde agsagidaki formiil kullanilmistir.
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Koagregasyon %= ((AX+ AY/2)- A(x+y) )/(AX+ AY/2) x 100
x ve y: Kontrol tiiplerindeki 2 tiir

x+y: Karisim

3.2.2.3.7. Gaita LAB’nin Kolesterol Asimilasyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Gaita LAB ve probiyotik bakterilerin kolesterol asimilasyon kapasitelerinin belirlenmesi
amaciyla Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesine
basvuran serum kolesterol seviyesi 250-300 mg’dl olan hastalardan toplanan serumlarin
kolesterol seviyesi dl¢iilmiistiir. Soguk zincir korunarak Amasya Universitesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina getirilmistir. Kiitlece %0,3’liikk (Oxgall, Sigma) safra tuzu iceren MRS s1v1
besiyeri hazirlanmistir. Safra tuzu iceren MRS siv1 besiyerinden 3 ml; MRS sivi besiyerinde
18 saat aktiflestirilen kiiltiirlerden 1 ml; son konsantrasyonu 100 mg/ml olacak sekilde 0.45
mikro m’lik disposable (Milipore, USA) filtreden geg¢irilerek mikrofiltrasyon yoluyla steril
edilmis serumdan 1 ml olmak tizere her 6rnek 5 ml’lik tiiplere toplanmigtir. 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra 4°C’de 5000 x g’de 10 dk santriflij edilerek siipernatant
kisimlar1 1 ml’lik steril 6l¢lim tiiplerine alinmis ve soguk zincir korunarak Amasya
Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesi biyokimya
laboratuvarinda Roche HITACHI cobas 8000 cihazinda son kolesterol degerleri
olgiilmiistiir. Orneklerin inkiibasyon oncesi kolesterol miktar1 ile inkiibasyon sonrasi

kolesteril miktar1 kiyaslanarak kolesterol azalma orani hesaplanmustir.

[1k Kolesterol - Son Kolesterol
Kolesterol azalma oran1 = X 100
[1k Kolesterol

[lk kolesterol: Bakteri hiicresi eklenmemis %3’liik safra tuzu ve kolesterol igeren besiyeri.

Son kolesterol: %3’liik safra tuzu ve kolesterol iceren besiyerine bakteri hiicresi ilave

edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan kalan kolesterol miktari

25



4. BULGULAR

4.1. Gaita LAB’nin Izolasyonu ve Identifikasyonu

4.2.1 Gaita LAB’nin Se¢imi Yapilan Hastalar

Caligmamizda kullanilan LAB ve probiyotik bakteriler saglikli bebeklerin gaitalarindan
izole edilmistir. Calismaya dahil edilen hastalar vajinal yolla dogmus, son 3 ay igerisinde
antibiyotik, probiyotik kullanmamis ve hastaneye yatis Oykiisii olmayan hastalardan

secilmigtir. Secilen 6rneklere ait kisisel bazi bilgiler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4. 1: Gaita LAB ve probiyotik bakterilerin izole edildigi hastalara ait baz1 bilgiler.

T2 135 - - -
T3 75 - - -
T4 60 - - -
T5 15 - - -
T6 3 - - -
T7 15 - - -
T8 7 - - -
T9 7 - - -
T10 75 - - -
T11 60 - - -
T12 47 - - -
T13 10 - - -
T14 21 - - -
T15 120 - - -
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Tablo 4.1 (Devam): Gaita LAB ve probiyotik bakterilerin izole edildigi hastalara ait baz1 bilgiler.

T16 12 - - -
T17 41 - - -
T18 15 - - -
T19 15 - - -
T20 4 - - -
T21 3 - - -
T22 41 - - -

Tablo 4.1°de goriildiigii lizere segilen 22 adet izolatin elde edildigi bebeklerin ortalama 36

giinliik oldugu oldugu goriilmiistiir.

Calismaya uygun gériilen 51 saglikli bebegin gaita érnekleri Sivas Cumhuriyet Universitesi
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilerek ayni giin degerlendirmeye alinmis ve
suslarin gelisimi igcin MRS kat1 besiyerlerine ayni glin ekimi yapilmis 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. izolatlarin koloni morfolojisi ve gram reaskiyonlari incelenmis
ve i¢lerinden LAB oldugu diisiiniilen gram pozitif, beyaz, opak goriiniimlii saf 22 adet izolat

secilmistir.
4.2.2. Gaita LAB’nin Morfolojik Karakterizasyonu

Gaitadan elde edilen izolatlarin gram boyamalar1 yapilarak 100x biyiitmeli 151k
mikroskobunda incelenmistir. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi LAB grubunda yer alan
Lactobacillus spp. tiirlerinin morfolojik goriintiisii ¢ubuk seklindeyken, Pediococcus
acidilactici susunun kok sekilli oldugu gdzlenmistir. Biitlin suslar gram pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 4. 1: Gaita mikroflorasindan izole edilen 3 farkl tiiriin gram boyama goriintiileri
strastyla A: L. rhamnosus, B: P. acidilactici, C: L. reuteri

4.2.3. Gaita LAB’nin Genotipik Karakterizasyonu

Gaita mikroflorasindan elde edilen LAB ve probiyotik oldugu diisiiniilen bakteriler

saflagtirilarak MRS Agar besiyerlerine ekimleri yapilarak soguk zincirleri korunarak Hatay

Mustafa Kemal Universitesi’ne gonderilmistir. Mikroorganizmalara ait biyomolekiillerin

(protein, peptid, seker) ve biiylik organik molekiillerin iyoniz edildikten sonra elektrik
ve/veya manyetik alandan gegirilerek ortaya ¢ikan protein profiilerine bakilmasina
dayanilarak yapilan MALDI-TOF MS (Matriks assised lazer desorption ionization time of

flight masspectrometry) yontemine gore Orneklerin tiirleri belirlenmistir. Tablo 4.2°de

sonuclara gore tanimlanan suslarin listesi verilmistir.

Tablo 4.2: MALDI-TOF MS (Matriks assised lazer desorption ionization time of flight

masspectrometry) yontemine gore tanimlanan suglar.

Tl Lactobacillus rhamnosus
T2 Lactobacillus rhamnosus
T3 Lactobacillus rhamnosus
T4 Lactobacillus rhamnosus
TS Lactobacillus rhamnosus
T6 Lactobacillus rhamnosus
T7 Lactobacillus reuteri

T8 Lactobacillus paracasei

T9 Pediococcus acidilactici
T10 Lactobacillus rhamnosus
TI11 Lactobacillus rhamnosus
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Tablo 4.2. (Devam): MALDI-TOF MS (Matriks assised lazer desorption ionization time of flight
masspectrometry) yontemine gore tanimlanan suslar.

T12 Lactobacillus reuteri
T13 Enterococcus faecalis
T14 Lactobacillus rhamnosus
T15 Lactobacillus rhamnosus
T16 Lactobacillus gasseri
T17 Lactobacillus paracasei
T18 Lactobacillus rhamnosus
T19 Lactobacillus rhamnosus
T20 Lactobacillus rhamnosus
T21 Lactobacillus gasseri
T22 Lactobacillus paracasei

4.2.4. Gaita LAB’nin Hemolitik Aktivite Testi

Hemolitik aktivite testinde kullanilan kontrol suslari Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan elde edilen S. aureus ATCC 29213 susu olmustur. S.
aureus ATCC 29213 kanl agara ekimi yapildiginda kolonilerin etrafinda parlak zon (-
hemolitik) meydana gelmistir. Calismamizda elde edilen suslarin kanli agarlara ekimi
sonucunda kolonilerin etrafinda parlak yesil zon olustugu gozlenmistir. Kontrol sus S.

aureus ATCC 29213 ve T16 suslarinin hemolitik zonlar Sekil 4.2’de gosterilmistir.

Sekil 4. 2: Kontrol sus olan S. aureus ATCC 29213’un kolonilerinin etrafinda olusan berrak (B-
hemolitik) zon ve T16 ismiyle kodlamis oldugumuz L. gasseri susunun kolonilerinin etrafinda olusan
yesil (a- hemolitik) zon.
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4.2.5. Gaita LAB’nin Asit ve Safra Toleransi

Tablo 4.3: Gaita LAB’nin diisitk pH ortamindaki canli kalma oranlari.

8.60 - - 8.68 5.57 64.1 8.75 8.33 95.2
8.58 - - 8.63 542 62.8 8.52 7.81 91.6
8.63 2.87 33.2 8.72 6.46 74 8.75 8.38 95.7
8.55 2.35 274 8.58 5.73 66.7 8.63 7.94 92

8.87 - - 8.90 6.65 74.7 8.75 8.23 94

8.60 - - 8.62 5.81 67.4 8.69 8.17 94

8.50 - - 8.52 5.45 63.9 8.71 8.43 96.7
8.60 2.56 29.7 8.63 6.81 78.9 8.74 8.52 97.4
8.90 - - 8.92 6.72 75.3 8.83 8.25 93.4
8.89 - - 8.75 6.38 72.9 8.72 8.28 94.9
8.77 - - 8.70 6.41 73,6 8.81 8.31 94.3
8.55 - - 8.45 5.71 67.5 8.61 8.15 94.6
8.65 2.80 323 8.73 6.29 72 8.77 8.01 91.3
8.72 - - 8.95 6.76 75.5 8.91 8.12 91.1
8.90 - - 8.98 6.72 74.8 8.87 8.18 92.2
8.65 - - 8.83 6.61 74.8 8.75 8.02 91.6
8.75 2.51 28.6 8.80 6.56 74.5 8.86 8.09 913
8.80 - - 8.92 6.87 77 8.72 8.35 95.7
8.75 - - 8.63 5.97 69.1 8.66 8.21 94.8
8.80 2.29 26 8.90 6.91 77.6 8.82 8.35 94.6
8.60 - - 8.55 5.79 67.7 8.58 7.83 91.2
8.52 - - 8.68 5.89 67.8 8.73 8.03 91.9
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Tablo 4.4: Gaita LAB’nin diisiik safra tuzu igeren MRS ortamindaki canli kalma oranlari.

8.92 7.74 86.7 8.73 5.46 62.5 8.56 5.21 60.8
8.65 - - 8.96 - - 9.12 6.36 69.7
8.81 7.85 89.1 9.25 6.21 67.1 8.87 - -

8.46 7.43 87.8 8.99 6.32 70.3 8.60 5.76 66.9
9.23 8.56 92.7 9.17 5.52 60.1 8.79 4.24 48.2
8.96 5.23 58.3 8.65 5.47 63.2 9.14 - -

9.12 6.79 74.4 9.33 6.36 68.1 8.54 4.79 56

9.17 6.84 74.5 8.87 5.94 66.9 8.98 4.93 54.8
8.97 5.92 65.9 9.26 6.83 73.7 8.59 5.23 60.8
9.24 7.26 78.5 8.75 5.77 65.9 8.96 6.02 67.1
9.11 8.35 91.6 8.83 4.89 553 8.64 6.11 70.7
8.82 6.54 74.1 8.24 5.26 63.8 8.47 6.39 75.4
8.98 2.80 31.1 8.75 5.96 68.1 8.63 5.42 62.8
9.02 7.32 81.1 9.26 6.85 73.9 9.25 6.82 73.7
9.36 8.21 87.7 8.98 6.47 72 9.36 5.97 63.7
8.35 6.67 79,8 8.74 5.71 65.3 8.96 - -

8.52 2.51 294 9.02 - - 8.81 6.28 71.2
9.18 8.43 91.8 8.96 6.32 70.5 8.79 5.86 66.6
8.69 - - 9.11 7.12 78.1 8.93 4.54 50.8
8.73 2.29 26.2 8.99 - - 8.86 - -

8.67 7.58 87.4 8.88 6.47 72.8 9.11 6.12 67.1
9.28 - - 9.17 - - 9.02 - -
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4.2.6. Gaita LAB’nin Laktik Asit Miktarlarinin Belirlenmesi

MRS s1v1 besiyerinde 37°C’de 18 saat aktiflestirilmis olan kiiltiirlere fenolftalein ve NaOH
yardimiyla lastik asit miktar1 hesaplanmistir. Laktik asit miktarlar1 Tablo 4.3’de
gosterilmistir.

Tablo 4. 5: MRS s1vi1 besiyerinde 37°C’de 18 saat aktiflestirilen kiiltiirlerin gaita LAB ve probiyotik
bakterilerin laktik asit miktarlar1.

L. rhamnosus T1 417,6
L. rhamnosus T2 255,6
L. rhamnosus T3 147,6
L. rhamnosus T4 446,4
L. rhamnosus T5 273,6
L. rhamnosus T6 360
L. reuteri T7 453,6
L. paracasei T8 360
P. acidilactici T9 432
L. rhamnosus T10 432
L. rhamnosus T11 496,8
L. reuteri T12 1134
E. faecalis T13 453,6
L. rhamnosus T14 482,6
L. rhamnosus T15 252
L. gasseri T16 468
L. paracasei T17 86,4
L. rhamnosus T18 345,6
L. rhamnosus T19 396
L. rhamnosus T20 374,4
L. gasseri T21 417,6
L. paracasei T22 482,4

Gaita LAB ve probiyotik bakterilerin MRS sivi besiyerlerinde 37°C’de 18 saat
aktiflestirildikten sonra iirettikleri laktik asit miktarlar1 ortalamasi 361,2°dir. En yliksek
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laktik asit iiretim kapasitesine L. rhamnosus T11 susunun sahip oldugu goriilmiistiir. En

diisiik laktik asit tiretimini ise L. paracasei T17 susu gerceklestirmistir.

4.2.7. Gaita LAB’nin pH Degisimi Uzerine Etkisi

pH degeri 5,63 olan MRS siv1 besiyerinde 37°C’de 18 saat aktiflestirilmis olan kiiltiirlerin
pH son degerleri pH metre ile dl¢iilmiistiir. Degerler Tablo 4.4’de yer almaktadir.

Tablo 4.6: Gaita LAB’nin ve Probiyotik Bakterilerin pH Degisimi.

L. rhamnosus T1 4,13
L. rhamnosus T2 4,66
L. rhamnosus T3 5,49
L. rhamnosus T4 4,60
L. rhamnosus T5 4,58
L. rhamnosus T6 4,23
L. reuteri T7 3,95

L. paracasei T8 3,96
P. acidilactici T9 4,11
L. rhamnosus T10 4,02
L. rhamnosus T11 3,88
L. reuteri T12 4,13
E. faecalis T13 4,57
L. rhamnosus T14 3,84
L. rhamnosus T15 4,69
L. gasseri T16 4,00
L. paracasei T17 4,23
L. rhamnosus T18 4,45
L. rhamnosus T19 4,06
L. rhamnosus T20 4,09
L. gasseri T21 3,81
L. paracasei T22 4,06

Veriler neticesinde gaita LAB suslarinin ortalama pH degeri’nin 4,25 oldugu goriilmiistiir.
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4.2.8. Gaita LAB’nin ve Probiyotik Bakterilerin Antibiyotik Duyarhhklarinin

Belirlenmesi

Suslarin hiicre duvar sentezini, protein ve niikleik asit sentezini inhibe etme diizeylerini
gozlemlemek amaciyla disk diflizyon yontemi kullanilarak 9 farkli antibiyotik diskler ekim
yapilmis MRS Agar besiyerlerine yerlestirilerek 37°C’de 18 saat aktiflestirilmis kiiltiirlerin
olusturdugu zon caplar1 6l¢iilerek ortaya konulmustur. Olusan zon ¢aplart CLSI (Clinical
Laboratory Standarts Instute M100-S24, 2014) kriterlerine gore S (duyarl), I (yar1 duyarl)

ve R (direngli) olarak yorumlanmis ve sonuglara Tablo 4.5’te yer verilmistir.

Tablo 4.7: Gaita LAB’nin ve Probiyotik Bakterilerin Antibiyotik Duyarliliklari.

AR —~R R RPARIA—~ IR A~ =0 nn @

AR AAR AR RAIAAAAAARARRA—~ A
numunn R nnn @ R nn e n e "
nu @R RIR~FAIRIARI R R R~ n R IR
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ARARRRFRAIAAAAAARARIRARAF
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—| | I =TT Ty yn T n n yn n n BT n

R S R R R 1 R R

Antibiyotikler: AM: Ampicillin (10 mcg); P: Penicilin (10 U); TEC: Teicoplanin (30 mcg); CN: Gentamicin 120 pg); NET:Netilmicin
(30 meg); VA:Vancomycin (30 meg); T:Tetracycline(30 mcg); TOB: Tobramycin (10 mcg); AK: Amikacin (30 mcg). S:duyarls, I: yar
duyarli, R: direngli

Calismamizda ampicilin antibiyotigine kars1 T3 ve T18 suslar1 duyarli ve yar1 duyarliyken
diger biitlin suslar direngli; T2, T12, T13, T17, T18 suslar1 ise Penisilin antibiyotigine karsi
direngliyken diger biitiin suslarin duyarli oldugu bulunmustur. Antibiyotiklere direng suglara

gore degismekle birlikte tiim suslar i¢in ampiciline diren¢ %91; teicoplanine direng %59;
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gentamicine diren¢ %36; netilmicine direng %54; vankomisine diren¢ %64; tobramycine

direng %95; amikacine direng %100 oraninda gézlenmistir.

Calismis oldugumuz gaita LAB ve probiyotik bazi bakterilerin antibiyotiklere karsi vermis

olduklar1 zonlara ait gorsellere Sekil 4.3°de yer verilmistir.

Sekil 4. 3: Gaita LAB antibiyotiklere kars1 vermis olduklar1 zonlarin goriintiisti

4.2.9. Gaita LAB’nin Otoagregasyon ve Koagregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bebeklerin gaita floralarindan izole edilen biitin LAB’nin 1. saatten 4. saate %
otoagragasyon degerleri Tablo 4.6’da verilmistir. Tabloda da goriildiigli gibi biitiin suslarda
otoagregasyon yiizdeleri her saat artis gostermistir. Calisma sonucunda L. paracasei T22
susunun %388.8 gibi oldukc¢a yiiksek bir oranda otoagregasyon kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir. En diisiik otoagregasyon kapasitesine sahip susun ise %46.2 oranla P.

acidilactici T9 susu oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.8: Gaita LAB’nin % otoagregasyon degerleri.
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Tablo 4.8 (devam): Gaita LAB’nin % otoagregasyon degerleri.

22.5 65.7 68.5 71.4
54.2 70.0 72.0 78.0
49.6 63.8 72.3 72.4
49.5 73.4 81.6 81.8
53.2 62.1 67.5 70.2
459 60.0 62.5 65.0
47.0 70.3 72.2 74.0
30.3 40.2 45.4 46.2
44.1 56.4 58.7 72.6
38.2 52.5 67.9 67.9
37.5 60.9 70.7 70.7
34.1 56.7 59.6 70.2
10.8 56.8 63.6 68.1
272 79.6 90.7 85.2
44.5 63.6 67.2 69.0
314 60.9 70.3 70.7
39.0 56.8 68.8 70.6
344 63.6 70.9 70.9
44.5 53.6 63.4 63.6
36.1 52.7 61.6 75.2
44.5 63.4 84.6 88.8

Sekil 4.4: L. rhamnosus T2 susunun sirasiyla 1., 2., 3. ve 4. Saatlerindeki otoagregasyonunun 11k

mikroskobundaki goriintiileri.
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Gaita LAB’nin koagregasyon yetenegini test etmek icin C. albicans ATCC 10231, E. coli
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 patojenleri kullanilmistir. Calismamizda
kullandigimiz suslar C. albicans ATCC 10231, E. coli ATCC 25922 patojenleriyle iyi
koagregasyon gosterirken P. aeruginosa ATCC 27853 patojeni ile daha az koagregasyon
gostermistir. En iyi koagregasyon yetenegine sahip suslar L. rhamnosus T1, L.paracasei

T22, L. rhamnosus T19 suslar1 olmustur.

Tablo 4.9: Gaita LAB’nin ¢esitli patojenlere karsi 4. saatin sonundaki % koagregasyon degerleri.

46.24 58.29 17.08
35.36 36.21 18.21
39.65 27.59 18.78
42.89 29.65 18.52
50.15 37.98 26.25
48.73 38.22 24.16
52.65 39.58 22.50
43.96 38.53 35.18
38.42 45.98 29.89
27.16 38.17 15.26
48.20 36.32 23.15
43.58 32.25 32.58
39.35 39.63 31.17
42.26 31.32 16.65
45.36 42.11 35.69
49.42 37.89 3233
35.06 36.47 29.56
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Tablo 4.9: Gaita LAB’nin ¢esitli patojenlere karsi 4. saatin sonundaki % koagregasyon degerleri.

42.23 33.29 28.45
49.50 45.64 32.16
36.89 33.21 15.14
42.56 41.39 38.59
50.32 48.33 42.87

Sekil 4.5: L. paracasei T22 susunun C.albicans ATCC 10231 patojeniyle yaptig1 koagregasyonunun

151k mikroskobundaki goriintiileri.

4.2.10. Gaita LAB’nin Patojen Mikroorganizmalar Uzerinde Antagonistik

Aktivitesinin Belirlenmesi

LAB ve probiyotik bakterilerin izaolatlarinin klinik olarak 6nemi olan patojenlere karst vermis
olduklar1 antagonistik aktivitelerin belirlenmesi kuyucuk yontemiyle yapilmistir. Caligmamizda
kullanilan patojenler E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 6538, B. subtilis, S. aureus ATCC 25923,
C. albicans ATCC 10231, L. monocytogenes ATCC 19111°dir. Kullanilan suslarin patojenlere

kars1 gosterdigi zon miktarlar1 Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Calismamizdaki suslarin antagonistik aktivitelerini 6l¢mek i¢in E. coli ATCC 25922, S.
aureus 6538, B. subtilis, S. aureus ATCC 25923, C. albicans ATCC 10231, L.
monocytogenes ATCC 19111 patojenleri kullanilmigtir.
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Tablo 4.10: Gaita LAB’nin Patojen Mikroorganizmalar Uzerinde Antagonistik Aktivitesi

(Inhibisyon zon ¢ap1 mm cinsinden belirtilmistir).

16 18 18 - 17 12
10 17 11 19 - -
14 12 15 - 17 11
16 15 17 17 15 11
14 19 17 16 16 12
14 18 13 19 19 -
16 15 15 15 18 -
20 16 18 16 16 -
- 20 15 17 18 21 13
- 16 - 15 20 16 -
12 - 15 13 12 11
16 - 13 14 20 13
- 14 - - - -
12 18 18 - 26 12
18 18 - 17 24 11
15 16 13 18 20 10
; - - 15 18 12
16 15 16 18 20 11
- 16 14 13 17 19 13
- 16 14 15 14 20 10

Calismamizda %86,3 oraninda en yliksek antagonistik aktivite E. coli ATCC 25922 ve C.
albicans ATCC 10231 suslarina kars1 olmustur. Gosterilen antagonistik aktivite sustan susa
gore farklilik gostermekle birlikte calisamada killandigimiz suslarin S.aureus ATCC 6538
patojen susuna karst %77; B. subtilis patojen susuna karst %82; S. aureus ATCC 25923
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patojen susuna karsit %77; L. monocytogenes ATCC 19111 patojen susuna karsi %64
oraninda antagonistik aktivite gostermistir. Suglarin patojen mikroorganizmalara karsi
yapmis oldugu antagonistik aktivitilerin goriintiillerinden bazilar1 Sekil 4.4.°te yer

almaktadir.

Calismamizda kullanilan suslardan T5, T6, T18, T20, T21 ve T22 suslar1 kullanilan tiim
patojenlere kars1 %100 antagonistik aktivite gostermistir. T2, T4, T7, T8, T9 ,T12, T14, T16,
T17 suslar1 %83 oraninda antagonistik aktiviteye sahiptir. En diigiik antagonistik aktiviteye

sahip sus ise T13 susudur.

Sekil 4.6: Bazi suslarin C. albicans ATCC 10231 ve S. aureus ATCC 6538 suslarina

verdikleri zonlar.

4.2.11. Gaita LAB’nin Kolesterol Asimilasyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Saglikli bebeklerin gaitalarindan elde edilmis LAB ve probiyotik bakterilerin kolesterol
asimilasyon yeteneklerinin arastirilmasi icin Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin
Egitim ve Aragtirma Hastanesi’ne basvurmus kandaki total kolesterol degerleri 250-300 mg/
dL olan hastalardan toplanan serum orneklerinin son konsantrasyonlart 100 mg/ml olacak
sekilde %0,3 safra tuzu igeren MRS sivi besiyerlerine eklenerek 37°C’de 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. Suslarin kolesterol giderimleri Tablo 4.7.’de gosterilmistir

Tablo 4.11: Gaita LAB suslarin kolesterol giderimleri.




Tablo 4.11 (devam): Gaita LAB suslarin kolesterol giderimleri.

53 %28,3
54 %27,02
49 %33,7
57 %229
52 %29,7
50 %32,4
54 %27,02
50 %32,4
58 %21,6
56 %24,3
52 %29,7
51 %31,08
55 %25,67
48 %35,13
48 %35,13
48 %35,13
46 %37,83
52 %29,7
69 %6,75
45 %39,1
46 %39,1

*Kolesterol giderim yiizdesinin hesaplandig: ilk kolesterol degeri

Caligmamizda kullanilan suslar arasinda en fazla kolesterol asimilasyon kapasitesine sahip
sus T21, T22 %39,1 oranla suslaridir. Bu suslar1 T18, T16, T17, T17, T4, T9, T13 suslar1

takip etmektedir. En az kolesterol asimilasyon kapasitesine sahip sus ise T20 susudur.
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Kolesterol Yiizdeleri

29.70%
37.83%
35.13%
35.13%
35 13%
25.67%

24.30%
21.60%
32.40%
27.02%
32.40%
29.70%
22.90%

27.02%
2830%
20.27%

5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00% 30.00% 35.00%

Sekil 4. 4: Suslarin kolesterol yiizdeleri.
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TARTISMA VE SONUC

Dogumdan hemen sonra bagirsak florasinda E. coli ve Streptococcus tiirleri baskin olmasina
ragmen yenidogan, anne siitli aldik¢a E. coli, Streptococus, Clostridia bakterileri azalirken
Bifidobakteriler artar. Anne siitiinden kesilen bebekte yagaminin 2. yilinin sonuna dogru
eriskin benzeri mikroflora olusur. Dogumdan sonra annenin aldig1 besinler, probiyotik alip
almadigi, bebegin ve annenin nasil beslendigi, dogum sekli, bebegin saglik ve immiinolojik
durumu, GIS gecis zamani1 ve GIS PH’1, stres gibi faktorler gibi bebegin mikroflorasim
olusturan pek ¢ok etmen vardir. Yenidoganda ilk 6 ay anne siitii ile beslenenlerde
bifidobakteriler baskinken mama ile beslenen bebeklerde Enterobakter tiirleri baskindir.
Ancak 6. ayda Bifidobakteriler mama alanlarda da baskin hale gelmeye baslamakta ve 1

yilin sonunda ikisi benzer hale gelmektedir.®!

En az 3 ay sadece anne siitii ile beslenen bebeklerde 6. Ayda bakilan Bifidobacterium sayilari
1,8x10®%, anne siitii ile beslenmeyenlerin bifidobacterium sayilar1 4,4x10%; en az 3 ay anne
siitii ile beslenenlerde Lactobacillus/Enterococcus sayilar1 2,9x108, beslenmeyenlerde ise bu

oran 1,8x10%°dir.%?

Calismamizla benzer dogrultuda yapilan bir ¢calismada 100 kolostrum anne siitii ve sadece
anne siitiiyle beslenen 3-30 giinliik 50 bebekten 50 fekal 6rnegi analiz edilmistir. izole edilen
Lactobacillus suslart API 50 CHL ile tanimlanmustir. L. acidophilus (%20), L. acidophilus-
3 (%10), L. brevis (%30), L. casei (%15) bakterileri kolostrumdan izole edilmistir. Digkida
ise Lactobacillus brevis (%41,2), L. fermentum (%11,8), L. reuteri (%5,9), L. rhamnosus

(%11,8), L. plantarum (%29,4) saptanmstir.?

Benzer bir ¢aligmada anne siitli ve anne siitil ile beslenen bebek diskisindan Bifidobakteriler
izole edilmistir. (2 anne ve 2 erkek bebekten dogumdan sonraki 1. Giin-6. Aya kadar belirli
araliklarla 6rnek almmustir.) Orneklerden elde edilen 59 izolattan friikktoz 6 fosfat
fosfoketolaz enzim aktivite testiyle 31 tanesinin Bifidobacterium’a ait oldugu belirlenmistir.
Bunlarin 15 tanesinin B. breve, 11 tanesinin B. bifidum, 3 tanesinin B. pseudocatenulatum,

2 tanesinin B. longum oldugu goriilmiistiir.®
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Formiil mamalarla beslenen (sadece veya anne siitiiyle birlikte) bebeklerin mikrobiyotasinin
degerlendirildigi bagka bir calismada da formiil mamalarla beslenen bebekleri daha sik
kolonize eden bakteri gruplar1 Enterococcus, C. coccoides, Atopobium cluster, B. vulgatus,
B. longum subsp. longum oldugu belirtilmistir.3> Anne siitiiyle beslenen bebeklerde E.coli,
C.difficile, B.fragilis tiirleri daha az ancak Bifidobakteriler 6zellikle B.breve ve B. Longum
gibi bifidobakteriyel tiirler bebeklerde erken kolonizatorlerden olmakla birlikte B. animalis
subsp. lactis yalnizca beslenme tiirline bagli olarak ortaya ¢ikmakta olup ortak bebek

bagirsagi mikroorganizmasi degildir.3%-8

Solis ve ark., 2009 yilinda yaptiklar1 20 anne- bebek c¢iftinde dogumun 1,10,30 ve 90.
Giinlerinde yaptiklar1 aragtirmada yenidoganlarin 1.giinlerinde fegeslerinde Enterococcus ve
Streptococcus en sik izole edilen (sirasiyla %31 ve %28) mikroorganizmalardir. Bunlar
arasinda Enterococcus feacalis ve Streptococcus salivarus ana tiirlerdir. Diger 10, 30,
90.glinler %42 ila %59 oraninda en sik Bifidobacterium’a ait mikroorganizmalar ve ile
Streptokoklar, Laktobasiller, Enterokoklar’dir. Bifidobacterium longum subspecies,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium pseudocatenulatum,
Streptococcus salvarius, Streptococcus vestibularis, Lactobacillus gasseri, Enterococcus

faecalis izole edilmistir.®’

Emzirilen bebekler tipik olarak bifidobakterilerin baskin oldugu bir mikrobiyotaya sahipken,
formiill mamalarla beslenen bebekler daha karmasik bir mikrobiyotaya sahiptir. Kati
besinlerle tanistiktan sonra yavas yavas Clostridium cluster IV ve XIV gibi yetiskinlere

benzer tiirlerle ¢esitlenmeye devam eder.3%%

Emzirilen bebeklerin mikrobiyotalarinda Bifidobakteriler; formiille beslenen bebeklerde
Bacterioides ve C. coccoides ve Lactobacillus gruplarinin iiyelerin belirgin sekilde
yiiksektir. 6 haftalik 606 yenidoganda yapilan c¢alismada tamamen anne siitliyle
beslenenlerde bu oran %51,5; formiille beslenen %30,1; karma beslenenlerde %18.4” tiir.
Beslenme yonteminin bebek bagirsak mikrobiyotasinin erken geligimi {izerine dnemli etkisi
oldugunu gozlemlenmistir. Anne siitii karma beslenmede bile bifidobakterilerle kolonize
olurken anne siitii olmadiginda Bacterioides ve C. coccoides tiyeleri ve Lactobacillus
gruplariyla gesitlenmis bir mikrobiyota kuruldugu gériilmiistiir.”® Sadece anne siitii alan 11-
22 giinliik bebekler ve sadece formiil mamalarla beslenen 14-36 giinliik bebeklerle yapilan
calismada emzirilen yenidoganlarda bifidobakteriler baskinken ardindan gelen bakteri tiirleri

Bacterioides (%11,85); E.coli (%2,94); Atopobium (%]1,21), Laktik asit bakterileri (%0,55);
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Streptokoklar (%0,07); Stafilokoklar (%0,01) olarak bulunmustur. Formiil ile beslenen
bebeklerde Bifidobacterium sayilar1 diiserken (%31,17) Bacterioides (%28,73) ve
Atopobium (%6,82) sayis1 artmaktadir. Formiil mama ile beslenen bebekler emzirilen

bebeklere kiyasla mikrobiyal gesitlilige sahiptir.”!

15 anne- bebek ¢iftinin ¢aligmaya alindig1 bir arastirmada anne siitii ve bebek gaitalar1 izole
edilmis ve %97 oraninda benzerlik saptanmistir. Bifidobacterium longum subsp. infantis,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri, Enterococcus faecalis izole edilmistir.
Calismada izole edilen gram pozitif bakterilerin anne siitii ve GI gecisinde sagkalimi ve
patojenlerin asit inhibisyonunda cesitlilik gdsterirken bakteriyosin iiretme yeteneklerinin

kisith oldugu goériilmiistiir.”

Calismamizda 45 saglikli bebekten gaita Ornekleri toplanmig, 21 adet bakteri izolati
degerlendirmeye alinmistir. Bu bakteri izolatlarinin ait oldugu bebeklerin % 54,51 sadece
anne siitliyle; % 31,8’1 ticari bebek mamastyla beslenirken % 13,6’s1 anne siitiiniin yanisira
bebek mamasiyla beslenmektedir. Sadece anne siitii alan bebeklerin gaitalarindan izole
edilen suslarin %41,6’s1 L. rhamnosus, % 16,6’s1 L. reuteri, %25°1 L. paracasei, %12,5’1 L.
gasseri, %12,5’1 P. acidilactici olarak tanimlanmistir. Sadece bebek mamasiyla beslenen
bebeklerin gaitalarindan izole edilen suslarin %62,5°1 L. rhamnosus, %12,5’1 L. paracasei,
%12,5’1 L. gasseri, %12,5°1 E. faecalis; anne siitii yaninda bebek mamasi alan bebeklerin
gaitalarindan izole edilen suslarin tamami L. rhamnosus olarak belirlenmistir. Caligmalara
benzer sekilde ¢aligmamizda da laktik asit bakterilerine rastlanmistir. Ancak sadece anne

stitiiyle beslenen bebeklerin gaitalarinda mikrobiyolojik ¢esitlilik daha fazladir.

Esin K (2011)°! yilinda yapmus oldugu beslenme seklinin diski iizerine etkisinin arastirildig
calismada sadece anne siitiiyle beslenen bebeklerin %83,6°s1 hergiin diskilarken anne siitiiyle
birlikte ek besin veya mama alan bebeklerin ise %59’u her giin diskilamaktadir. Sadece anne
stitiiyle beslenen bebeklerin %53,8’inin digk1 kivamu piire iken, anne siitiiyle birlikte ek besin
ve/veya mama ile beslenen bebeklerin %39,3’lin digki kivami piire ve %34,4’linde beze

gecen yumusaktir.”?

Tunc vd. (2008)** yilinda yapmis oldugu ¢alismada da 0-4 aylik bebeklerde beslenme tiirii
disk1 sikligin etkiledigi goriilmiistiir. Bu fark 6 aydan sonra ek besin verilmesiyle ortadan
kalkmistir. Sert digk1 sadece anne siitiiyle beslenen bebeklerin %1,1’inde; formiil mama ile
beslenenlerde %9,2’sinde mevcuttur ve anne siitilyle beslenen bebeklerde digki daha

yumusaktir. Anne siitiindeki inhibitor polipeptit, motilin, ndrotensin ve vazoaktif bagirsak
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peptidi seviyelerinin midede artmast ve anne siitiiniin proteinler ve sindirilmemis
oligasakkaritlerden zengin olmasiyla artan hacim, ozmolarite ve sonugta artan diski

miktartyla agiklanabilir.”®

Calismamizda degerlendirmeye alinan bebeklerin hepsi hergiin diskiliyordu. Sadece anne
siitli alan bebekler digkilama siklig1 ortalama giinde 4 kez iken sadece mama alan bebeklerin
diskilama siklig1 glinde 3 kezdir. Anne siitli yaninda mama alan bebeklerin digkilama siklig1
ise giinde 4 kez olarak ifade edilmistir. Bu veri de daha o6nce yapilan ¢alismalar1 destekler
nitelikte anne siitii alan bebeklerin digkilama sikliklarinin daha fazla oldugunu gosterir

niteliktedir.

Yine anne siitii alan ve mama alan bebeklerin gaitalarinin mikrobiyolojik olarak kiyaslandigi
bir baska calismada ¢alismamizda farkli sonuglar elde edilmistir. Emzirilen ve formiil
mamalarla beslenen bebekler arasindaki en biliyiik fark mikrobiyolojik acgidan
bifidobakterilerin tiir bilesimi ve sayilaridir. Ozellikle bifidogenik faktérler, laktik asit ve
bifidobakterilerin varlig1 anne siitiiniin faydalarindadir.>**%7 Yasamin ilk 3 ayinda sadece
anne siitilyle beslenen bebeklerin toplam bakteri sayilart diger beslenme tiirlerine gore daha
diisiik ancak Staphyloccus anne siitiinden bebek bagirsagina aktarildigindan sayica daha
fazladir.”® Emzirilen bebekler genellikle E. coli, C. difficile ve B. fragilis gibi patojenitesi
yiiksek olan bakterileri daha az barmndirir.”® Anne siitiiyle beslenen bebekler
bifidobakterilerin baskin oldugu bir mikrobiyotaya sahipken sadece formiil mamalarla
beslenen bebekler emzirilen bebeklerden daha fazla miktarda Lactobacillus, Escherichia

coli, C. difficile, Bacteroides tiirleriyle kolonize olmaktadir.*

Bir ¢aligmada 2 saat boyunca diisiik Ph degerlerine maruz kaldiktan sonra hayatta kalma ve
bliylimeyi yeniden baslatma kapasiteleri degerlendirilen L. rhamnosus, L. casei, L. paracasei
suslariin %61°1 pH =2.5de 2 saat; %3,3 i pH = 1.5’de inkiibe edildikten sonra gelismeye
devam ettigi goriilmiistiir. Tiim suslar 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra %1,5 safra tuzu
varliginda hayatta kalabilmistir. %12’si yiiksek biliylime yetenegi, %20’si iyi bir biiylime
yetenegi, %30’u diisiikk biiyliime yetenegi gosterirken %38’inin ise biiyiime gdstermedigi

belirtilmistir.'%

Kenya’nin geleneksel fermente gidasindan (ikii) elde edilmis L. rhamnosus 19 susunun pH
=2.0’de canlilik oranlar1 3.saatin sonunda 7,29 logio cfu/ml’den 4,11 logio cfu/ml’ye
diismiistiir. pH =2.5’de canlilik oranlar1 3.saatin sonunda 7,32 logio cfu/ml’den 7,26 logio

cfu/ml’ye diigsmiistiir. L. rhamnosus 19 susunun pH =2.0’de 3 saat bekletilmesinin ardindan
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%0,3 oraninda safra tuzu eklenmis olan MRS broth’da L. rhamnosus hayatta kalma orani 3.
saatin sonunda 3,85 logio cfu/ml’den 1,35 logio cfu/ml’ye diistiikten sonra 48. saatin sonunda
3,85 logio cfu/ml’ye ¢ikmustir. L. rhamnosus 19 susunun pH =2.5’de 3 saat bekletilmesini
takiben %0,3 safra tuzu iceren MRS Broth besiyerinde canlilik orani 48. Saatin sonunda 4,30

logio cfu/ml’den 5,84 logio cfu/ml’ye diismiistiir. 1!

Insan gaitasindan izole edilen L. rhamnosus IMC 501 ve L. paracasei IMC 502 suslar1 diisiik

PH ve safra asitlerini iyi tolere etmistir.!%?

Saglikli insan gaitasindan elde edilmis simiile edilmis kosullarinda safra tuzlarina direngli
suslarinin hayatta kalmalar1 oranlarinin degerlendirildigi bir calismada 53 sus izole
edilmistir. L. casei (28); L. paracasei (12); Lactobacillus sp. (10); L.rhamnosus (2); L.
paracasei sbsp. paracasei (1); E. faecalis (9); Streptococcus anginosus (5); Kiiltiirlenmemis

Bifidobacteria (2) ; Enterococcus vaginalis (1))

Safra tuzlarina karsi en direngli suslar %92,6 oraniyla E. faecalis CP58 basta olmak iizere
L.casei, S. anginosus, Kiiltiirlenmemis Bifidobacterium sp. suslart olmustur. Calismada in
vitro sindirim kosullarinda safra tuzlari, mide enzimlerine ve diisiik pH kosullarina en iyi
direng gosteren suslar Lactobacillus casei, Lactobacillus sp., Bifidobacteriler, E. faecalis, S.
anginosus oldugu, insan bagirsak Caco-2 hiicrelerine yapisma kapsitesi en yiiksek susun E.
faecalis oldugu belirtilmistir. E. faecalis susu vancomicin, tetracycline’ e duyarl

bulunmustur.'®

Bir aragtirmada bebek digkisindan izole edilen toplam 22 Lactobacillus susu, diisiik PH ve
safra tuzlaria direng ile birlikte probiyotik potansiyellerin degerlendirildigi ¢aligmada 8
izolat (L.reuteri 3MO02, 3MO03; L. gasseri 4M13, 4R22, 5R01, 5R02, 5R13; L. rhamnosus
4B15) asit (%99,1) ve safra tuzlarma (%99,9) yiiksek toleranshdir.!™ Asidik tuz
cozeltilerinde (pH=2.0) bekletilen P. acidilactici susunun miktarinda belirgin bir diisiis
olmadig1 belirtilmistir. (0. Saat 9,6532 cfu/ml; 90.dk 7,4771cfu/ml; 180. dk 6,8750

cfu/ml)!%

Kuzey Fransa’daki Roubaix hastanesinden alinan 6 dondr bebek mekonyumundan 107 laktik
asit bakteri izolat1 izole edilmistir. E. faecalis suslarindan bazilar1 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda 7,06g/1’ye kadar laktik asit iiretmistir. 1° Calismamizda mama alan bir bebekten
elde edilen E. faecalis susunun laktik asit miktar1 453,6 mg/dL bu sonucun altinda laktik asit

tiretimi gerceklesmistir. Yaslar1 3-47 hafta arasinda degisen bebeklerden toplanan feceslerde
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L. paracasei subsp. paracasei (41), L. fermentum (24), L. rhamnosus (11), L.casei (17),
Lactobacillus sp. (11) tespit edilmis olup Lactobacillus izolatlarinin 24 saatte inkiibasyonu

sonucunda laktik asit iiretimi 1,145-3,179 g/L arasmda olarak bildirilmistir.'%’

Yapilmis bir ¢alismada vajinal siiriintiilerden elde edilen ortak bakterilerden L. rhamnosus
suslarinin {iretmis oldugu ortalama laktik asit miktar1 585 mg/dL; L. paracasei suslarinin
tiretmis oldugu ortalama laktik asit miktar1 458 mg/dL; P. acidilactici suslarinin ortalama

laktik asit miktar1 682 mg/dL oldugu goriilmiistiir. '°8

Caligmamizda laktik asit bakterilerinin irettigi laktik asit miktar1 86,4-482,6 mg/dL
arasindaydi. L. rhamnosus suslarinin ortalama laktik asit miktar1 360 mg/dL; L. paracasei
suslarinin {iretmis oldugu ortalama laktik asit miktar1 309 mg/dL; P. acidilactici susunun

laktik asit miktar1 ise 432 mg/dL olarak bulunmustur.

Yaslar1 3-47 hafta arasinda degisen bebeklerden toplanan feceslerde L. paracasei subsp.
paracasei (41), L. fermentum (24), L. rhamnosus (11), L.casei (17), Lactobacillus sp. (11)
tespit edilmis olup bakteri suslarinin MRS Broth’da 24 saat inkiibasyonu sonucu L.
fermentum pH 3,90-4,11; L. rhamnosus 3,85-4,07; L. casei 3,72-3,96; L. paracasei supsp.
paracasei 3,76-4,10 olarak bulunmustur. L. fermentum suslar safra tuzu izolatlarina daha

duyarl, L. casei daha yiiksek hidrofobisite 6zelligine sahiptir.'?

Italian Castelmagno peynirinden izole edilen L. paracasei suslar1 24 saatlik inkiibasyondan

sonra L. paracasei suslarinin ortalama pH degerleri de 3,87 olarak bulunmustur.'®

Arastirmamizda izole edilen L. rhamnosus suslarinin ortalama pH degerleri 4,36; L. reuteri
suslarinin ortalama pH degeri 4,04; L. paracasei suslarinin ortalama pH degeri 4,03; L.

gasseri susglarinin ortalama pH degeri 3,9 olarak dlgiilmiistiir.

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarla savagmak i¢in kullanilan 6nemli bir aractir.
Bununla birlikte bakteriler zamanla antibiyotiklere karsi direngle gelistirebilirler. Sonug
olarak onlarca yillik antibiyotik kullanimi1 veya daha dogrusu yanlis kullanimi1 bir¢ok modern
antibiyotige bakteriyel direngle sonuglanmistir. Antibiyotik direnci, bir zamanlar
antibiyotikle kolayca tedavi edilen yaygin bakteriyel enfeksiyonlara sahip bir¢ok insan igin
onemli tehlikelere neden olabilir. Birka¢ on yil boyunca antibiyotik direncinin se¢imi ve
yayilmasiyla ilgili caligmalar esas olarak ilgili tiirlere odaklanmistir. Son zamanlarda birgok
arastirmaci, laktik asit bakterileri dahil olmak iizere kommensal bakterilerin, insan

patojenlerinde bulunanlara direng genlerinin rezervuari olarak hareket edebilecegini
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diisiinmektedir. Bu bakterilerle ilgili ana tehdit diren¢ genlerinin rezervuari olarak hareket
edebilecegini diisiinmektedir. Bu bakterilerle ilgili ana tehdit diren¢ genlerini patojenik

bakterilere aktarabilmeleridir.'”

Silajlardan izole edilen P. acidilactici ST3522BG susu ampicilin, gentamicin, tobramycin,
tetracycline, amikacin antibiyotiklerine kars1 direngliyken vancomicin (8 mm zon), penicilin

(24 mm zon) antibiyotiklerine kars1 duyarl olarak gosterilmistir.'!!

P. acidilactici ile yapilmis bir baska calismada Kore’nin geleneksel fermente deniz
tirtinlerinden izole edilmis P. acidilactici FS2 susu, ampicilin, tetracycline antibiyotiklerine

duyarli olarak ifade edilmistir.''?

Calismamizda sadece anne siitli alan bebekten izole edilen P. acilactici susu ¢alismalar ile
ayn1 dogrultuda penicilin’e ve teicoplanin’e duyarliyken ampicilin, tobramycin, amikacin’ e

direncliydi.

Baska bir calismada P. acidilactici i¢in cesitli antibiyotiklere karst minimum inhibitor
konsantrasyonlarini penicilin: 1.0 pgml; ampicilin: 1.0 pgml; vancomycin: 512.0 pgml;

gentamycin 0.25 pgml; tetracycline: 64.0 pgml olarak bulmuslardir.''?

Insan gaitasindan elde edilen L. rhamnosus, L. paracasei suslari yiiksek in vitro kosullarda
vancomicin, colistin sulfate, oxalinic acid, gentamicin, oksalinik asit, kanamicine direng
gostermislerdir.! Caligmamizda mama ve/veya anne siitii alan bebeklerde ortak
bakterilerden L. rhamnosus, L. paracasei suslar1 benzer sekilde vancomicin’e direngliydi.

Ancak gentamicin’e biiyiik 6l¢iide duyarliydi.

Klinik olarak elde edilmis E. faecalis izolatlarinin ¢ogu gentamicin’e %77,9; tetracycline’e

%72,9; ampicilin’e %35,1; vancomycin’e %3,4 oraninda direngli oldugu ifade edilmistir.!'*

Fermente Tiirk gidalarindan elde edilmis E. faecalis’in farkli suslarinin antibiyotik
direnglerinin degerlendirildigi ¢alismada izolatlarin gogunun test edilen antibiyotiklere karsi
duyarli oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte test edilen bazi enterokok suslar tetracycline’e

%32; gentamycin’e %6; vancomycin’e karsi %9 oraninda direncli olduklar1 belirtilmisgtir.'!>

Geleneksel Tunus Rigouta ve Testouri peynirlerinden izole edilen E. faecalis susuna ait
farkli tiirlerin tamami ampicilin, vancomicin’e duyarli; gentamicin’ e direngli olarak ifade

edilmistir.!!6
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Calismamizda sadece mama alan bir bebekten izole edilen E. faecalis susu ¢alismada

kullanilan biitlin antibiyotiklere direngliydi.

Anne siitiinden izole edilen L. gasseri susu gentamicin’e direncli; ampicilin, penicilin,

tetracycline’e duyarl olarak bulunmustur.'!’

Calismamizda sadece mama alan bir bebekten izole edilen L. gasseri susu bu calismay1
destekler sekilde gentamicin’e direngli, penicilin’e tetracycline’e duyarliyken farkli sekilde

ampicilin’e direngliydi.

Insan gaitasindan izole edilen L. rhamnosus ve L. paracasei suslarmin antimikrobiyal
aktivite deneylerinde her iki sus da se¢ilmis potansiyel zararli mikroorganizmalara 6zellikle

C.albicans ATCC 10231°a kars1 inhibitdr 6zellikler gdstermistir.!%?

Insan vajinasindan izole edilen L. rhamnosus susunun probiyotik 6zelliklerinin arastirildig:
bir ¢alismada L. rhamnosus susunun patojenlerin iirettigi bakteriyosinlere (E. coli:39 mm;

S. aureus 30 mm; C. albicans 20 mm) kars1 antagonsitik etki gostermigtir.''®

L. rhamnosus 19 susunun E. faecalis NCTC 775 (20 mm zon), S. aureus NCTC 6571 (18
mm), E. coli NCTC 10418 (14 mm) patojenlerine karsi antimikrobiyal aktivite

gostermistir.'°!

Yapilan ¢alismada, yenidogan bebek diskisindan 21 laktobasil susu (Lactobacillus
rhamnosus 7 sus; L. paracaseis sp. paracasei 4 sus; L. buchneri 2 sus; L.brevis 1 sus;
L.curvatus 1 sus; Lactobacillus sp. 2 sus) izole edilmis ve asit iiretimi, antibiyotik direngleri,
H2S iiretimi ve antimikrobiyal aktiviteler a¢isindan analiz edilmistir. Antibakteriyelligi test
etmek icin Bacillus cereus FMC 19, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 2392, S. aureus ATCC 28213 ve Yersinia enterocolitica ATCC 1501 patojenleri

kullanilmgtir.'

Yaglar1 3-47 hafta arasinda degisen bebeklerden toplanan fegeslerde L. paracasei subsp.
paracasei (41), L. fermentum (24), L. rhamnosus (11), L.casei (17), Lactobacillus sp. (11)
tespit edilmis olup Lactobacillus izolatlarinin 24 saatte inkiibasyonu sonucunda
antibakteriyel aktiviteleri incelendiginde en fazla S. aureus; en az L. monocytogenes ATCC

19111 iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir.'’

Calismamiz daha Once yapilan ¢alismalar1 destekler nitelikte L. rhamnosus ve L. paracasei

suglarinin neredeyse tamami kullanilan biitlin patojenlere (E. coli ATCC 25922, S. aureus
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ATCC 6538, B. subtilis, S. aureus ATCC 25923, C. albicans ATCC 10231, L.
monocytogenes ATCC 19111) en az L. monocytogenes ATCC 19111 patojenine olmak lizere

antagonistik aktivite gdstermistir.

Kuzey Fransa’daki Roubaix hastanesinden alinan 6 donér bebek mekonyumundan 107 laktik
asit bakteri izolat1 izole edilmistir. E. faecalis suslarinin C. albicans ATCC 10231, S.
cerevisiae kars1 inhibe edici 6zelligi bulunmazken L. monocytogenes ATCC 3512, L.
innocus cp 103982, B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 3386, E. coli CIPI 103982

patojen bakterilerine kars1 antagonistik aktivite gdstererek zon vermistir.'%

Calismamizda elde ettigimiz veriler E. faecalis susu bu ¢calismanin aksine C. albicans ATCC
10231, L. monocytogenes ATCC 19111, B. subtilis, E. coli ATCC 25922 patojenlerinin

hicbirine antagonistik aktivite gostermemistir.

P. acidilactici 13 tarafindan iiretilen inhibitér madde, baslangic pH =6 ve 37°C’de L.
monocytogenes’e karst 204,800 AU/ml (aktif iinitesi/ml) giiclii antimikrobiyal aktivite

gostermistir. 2

Saglikli kadinlarin vajinalarindan alinan siiriintiilerle yapilan bir ¢calismada elde edilen P.
acidilactici susu E. coli, S. aureus ATCC 29213 patojenlerine karsi inhibitdr 6zellik

gostermemistir.'%®

Calismamizda ise sadece anne siitii alan bir bebekten izole edilen P. acidilactici susu
kullandigimiz patojenlerden sadece L. monocytogenes ATCC 19111 susuna karsi

antagonistik aktivite gostermemistir.

Aragtirmalar zengin kolesterol igeren diyetin tiiketiminin yiiksek kolesterol diizeyleri ile
yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Artan kolesterol arzi hiperkolesterolemiye ve
kardiyovaskiiler hastaliga neden olabilir.'?! Son zamanlarda laktik asit bakterileri potansiyel
kolesterol diisiiriicli olarak dikkat ¢cekmistir. Laktik asit bakterileri, baslica laktobasiller ve
bifidobakterilerinin antimikrobiyal ve antikanserojenik aktivitelerinin yanisira antikolesterik

aktiviteleri vardir.'??

Yiiksek kolesterol, diinya ¢apinda 6nemli bir 6liim nedeni olan Kardiyovaskiiler hastaliklarla
iligkilidir. Mevcut terapdtik Onlemler, yasam tarzi degisiklikleri, diyet miidahaleleri,
farmasotik ajanlar kolesterol seviyesini diizenlemek i¢in yetersizdir. Probiyotik bakteriler,

safra tuzu hidrolazi da dahil olmak iizere farkli mekanizmalarla 3- hidroksi- 3- metilglutaril
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koenzim A enzimlerinin inhibisyonu seviyelerini ile kolesterol seviyesini diisiirme

potansiyeli gostermektedir.

Saglikli insan diskilarindan elde edilen bakterilerin kolesterol asimilasyonlariin
degerlendirildigi calismada 24 saat inkiibasyondan sonra 100 pg/l PEG 600 iceren MRS
besiyerindek suslarin kolesterol asimilasyon yiizdeleri L. reuteri NCIMB 11951 i¢in %13,13
+3,61; L. reuteri NCIMB 701359 i¢in %14,63 = 1,14; L reuteri NCIMB 702655 igin %14,55
+ 1,45; L. reuteri NCIMB 701089 i¢in %20,87 + 2,44; L. reuteri NCIMB 702656 icin
%38,99 + 4,87; L. rhamnosus ATCC 53103 GG %29,98 + 4,03 olarak bildirilmistir.'**

Bebek digkisindan izole edilen toplam 22 Lactobacillus susu’ nun degerlendirildigi
calismada 8 izolatin (L.reuteri 3M02, 3MO03; L. gasseri 4M13, 4R22, 5R01, 5R02, 5R13; L.
rhamnosus 4B15) igerisinde 6zellikle 2 sus (L. rhamnosus 4B15 ve L. gasseri 4M13) 6nemli
Olciide daha yiiksek anti-oksidasyon, a-glukozidaz aktivitesinin inhibisyonu ve kolesterol

diisiirme etkisini diger tiirlere gore daha fazla gdstermistir. 1%

Italian Castelmagno peynirinden izole edilen L. paracasei suslar1 24 saatlik inkiibasyondan
sonra bazi suslarda kolesterol asimilasyonu gostermezken diger L. paracasei suslar1 ortalama

%6,8 oraninda kolesterol asimilasyonu gerceklestirmisler.'%’

Bir ¢alismada L. rhamnosus susu %13,21 kolesterol asimilasyon degeriyle L. acidophilus,

L. fermentum, B. lactis’e gore daha az kolesterol asimilasyonu gosterdigi ifade edilmistir.'?*

Calismamizda L. rhamnosus, L. reuteri, L. gaseri, L. paracasei suslar1 arasinda en yliksek
kolesterol giderimine sahip suslar sadece anne siitli alan bebeklerden izole edilen L. gasseri
(%39,1) ve L. paracasei (%39,1) suslartydi. L. paracasei susunun ortalama kolesterol
asimilasyon yiizdesi %28,5; L. reuteri susunun ortalama kolesterol asimilasyon yiizdesi
%31,05 olarak hesaplanmistir. Bu degerlerle daha 6nceki ¢alismalarda ortalama olarak daha

yiiksek kolesterol giderimi vardi.

In vitro ortamda safra tuzu (sodyum taurokolat) varliginda kolesteroliin ilk konsantrasyonu
100 pg/ml iken P. acidilactici LABS susunun kolesterol giderme kapasitesi 62 + 2.742
png/ml olarak gosterilmistir. Prebiyotik sorbitol, probiyotiklerde hiicre biiyiimesi,
bakteriyosin iiretimi ve kolesterol asimilasyon kapasitesi gibi probiyotik parametreler
iizerinde olumlu bir etkiye sahiptir. Isvicre albino farelerinde P. acidilactici LAB 5 susunun

1 ay boyunca sorbitol ile sinbiyotik tedavisi plazma kolesterol seviyesini tedavi
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uygulanmamis olanlara kiyasla (208,76+£20,27 pg/ml), 176,34£12,66 pg/ml’ye

diistirmiistiir.”

Calismamizda anne siitii alan bebekten izole edilen P. acidilactici susunun kolesterol

asimilasyon yiizdesi %32,4 olarak yapilmis calismalardan farkli bir sonugla karsilasiimistir.

L. rhamnosus suslarinin otoagregasyon ve koagregasyon diizeylerinin degerlendirildigi bir
calismada otoagregasyon kapasitelerinin %47-87 arasinda oldugu; koagregasyon
Olctimlerinin ise E. coli ile %36,%37 ve %39; C. albicans ATCC 10231 ile %52, %63 ve
%352 oldugu belirtilmistir. L. gasseri suslarinin otoagregasyon ve koagregasyon diizeylerinin
arastirildigr bir baska bir ¢alismada ise %62, %37.5 ve %31.2 oranlarinda otoagregasyon

gosterdigi ifade edilmistir.!

Vajinal mikrofloradan elde edilmis P. acidilactici susunun otoagregasyonunun Ol¢iildigi

bir ¢alismada %79.49 olarak bulunmustur.'?

Kiray E. (2017)'% yapmus oldugu calismada vajinal mikrofloradan elde ettigi L. rhamnosus
suslarinin otoagregasyon degerleri 67.9-70.2 degerleri arasinda; L. paracasei suslarinin
otoagregasyon degerleri 70.9-79.2; L. gasseri susunun otoagregasyon degeri 47.2; P.
acidilactici suglarinin otoagregasyon degerleri 70.2-81.8 degerleri arasinda ol¢iilmiistiir. L.
paracasei suslariin C. albicans ATCC 10231 patojeni ile yapmis oldugu koagregasyon
degerleri ortalamasi 31.3; E. coli ATCC 25922 ile yapmis oldugu koagregasyon degerleri
ortalamas1 31.6; P. aeruginosa ATCC 27853 ile yapmis oldugu koagregasyon degerleri
ortalamasi 18.5 olarak ifade edilmistir. L. rhamnosus suslarinin ayni patojenler ile yapmis
oldugu koagregasyon degerleri sirasiyla 47.7; 38.3; 32.9; L. gasseri susunun koagregasyon
degerleri sirasiyla 24.17; 37.14; 14.23; P. acidilactici suslarinin 45.22-37.32-22.38 olarak
belirtilmistir.

Bizim yapmis oldugumu caligmada ise daha onceki yapilan calismalar dogrultusunda
sonuclar elde edilmistir. L. rhamnosus suslarimin otoagregasyon degerleri 63.6-85.2
degerleri arasinda olup yiiksek otoagregasyona sahip oldugu goriilmiistiir. En yiiksek
otoagregasyon Ozellik 74.0-88.8 degerlerine sahip L. paracasei susuna aittir. L. gasseri
susunun otoagregasyon degeri 69.0-75.2; P. acidilactici susunun otoagregasyon degeri 46.2
olarak suslar arasinda en diigiik otoagregasyona sahip olarak dl¢iilmiistiir. C. albicans ATCC
10231, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 patojenleri ile L. rhamnosus
suslarinin yapmis oldugu koagregasyon degerleri sirastyla 42.69; 37.89; 24.12 ; L. paracasei
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suslarinin yapmis oldugu koagregasyon degerleri sirasiyla 43.11; 41.11; 35.87; L. gasseri
suglarinin yapmis oldugu koagregasyon degerleri sirasiyla 45.99; 39.64; 35.46; P.
acidilactici susunun yapmis oldugu koagregasyon degeri sirasiyla 38.42; 45.98; 29.98 olarak

Ol¢tim ypilmugtir.

Edindigimiz sonuglar 1s181nda izole edilen suslarin pek cogunun probiyotik potansiyele sahip
oldugu ozellikle L. gasseri T21 ve L. paracasei T22Bsuslar tek basina veya diger
Lactobacillus susglari ile birlikte preparatlarin iiretiminde kullanilabilecek probiyotik suglar
olabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda ticari bebek mamalarina prebiyotik ve probiyotik
eklenmesiyle anne siitii ve bebek mamasi alan bebekler arasindaki fark azalmaktadir. Ancak
su dahil bebegin biitiin ihtiyag¢larini tek basina karsilayan, ucuz, giivenilir, dogal besin olan
anne siitii her zaman ilk secenek olmalidir. Suslarin oral preparatlar olarak kullaniminin
klinik olarak iyi degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir. Bu agidan ¢ok sayida bebek ile

yapilan daha ¢ok klinik arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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7. EKLER

EK 1. BESIYERLERININ KIMYASAL BiLESIMLERI

MRS (deMan Rogosa Sharpe) agar besiyerinin kimyasal bileseni

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein pepton 10g

Et ekstrakti 10 g

Maya ekstrakti 4¢g

D(+) Glukoz 20g
K2HPO4 2g
di-Ammonium 2g

hydrogen citrate

MgS04 02g
MnSO4 0,04 g
Tween 80 lg

Sodyum asetat 5g
Agar-agar 14 ¢

pH 5,740,2 ( sterilizasyondan Once

TSB (Tryptic Soy Broth)besiyerinin kimyasal bileseni

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein pepton 17¢

Soya pepton 3g

Glukoz 25¢g

NaCl S5¢

K2HPO4 25¢g

pH 7.3 +£0,2 ( sterilizasyondan
once)

Gram Boyamada kullanilan ¢o6zeltilerin icerikleri Kristal Violet stok cozeltisi

Kristal Violet g

Etanol %95

dH20 100 mI’ye tamamlanir
Bazik Fuksin stok ¢ozeltisi

Bazik fuksin 3g

Etanol %95

dH20 100 ml’ye tamamlanir
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EK 2. HASTA BiLGi FORMU

Anne Siitii Alan ve Almayan Bebeklerde Lactobacillus spp. Bakterilerinin
Arastirilmasi ve Baz1 Probiyotik Karakterlerinin Belirlenmesi Isimli Arastirma icin
Gaita Ornegi Almadan Once Yamtlanmas1 Gereken Sorular:

1. Bebegin kag haftalik oldugunu belirtiniz.
2. Bebegin dogum sekli nedir?
Normal vajinal dogum () Sezeryan dogum ()

3. Bebek dogdugunda kag haftalikt1?

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------

6. Bebek son 3 ayda antibiyotik tedavisi aldi m1?

EVET () HAYIR ()

7. Bebegin daha 6nce herhangi bir saglik sorunu nedeniyle hastanede yatis1 var mi1?
EVET () HAYIR ()

8. Bebek anne siitii aliyor mu?

EVET () HAYIR ()

9. Asagidaki seceneklerden uygun olani isaretleyiniz.

Sadece anne siitii aliyor. ()

Anne siitii almiyor. Sadece bebek mamasi aliyor.()

Anne siitii almiyor. Sadece ek besin aliyor. ()

Anne siitiiniin yamisira bebek mamasi ve ek besin aliyor. ()

Anne siitiiniin yanisira ek besin tiiketiyor.

Anne siitiiniin yanisira hem bebek mamasi hem de ek besin tiiketiyor. ()

10. Anne siitii haricinde ek besin veya mama tiiketinmi varsa hangi mama oldugunu
belirtiniz.

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------



11. Bebegin digk: sikligini belirtiniz. (say1/giin)
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

“Anne Siiti Alan ve Almayan Bebeklerde Lactobacillus  spp.

ETIK KURULUN ADI

Bakterilerinin  Arastinimasi ve Baz Probiyotik Karekterlerin
Belirlenmesi”
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU |
’ Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
|

5 = Arastirmalar Etik Kurulu
% = ACIK ADRES: Kirgehir Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi Bagbas:
Z 5 ) Yerleskesi Merkez/KIRSEHIR
= = TELEFON 0386 280 3924
5. FAKS 0386 280 5007
E-POSTA tipetikkurul@ahievran.edu.tr
KOORDINATOR/SORUMLU )
ARASTIRMACI Prof. Dr. Ergin KARIPTAS
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | T1bbi Mikrobiyoloji
ALANI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ Kirgehir
BULUNDUGU MERKEZ
VARSA IDART SORUMLU B
UNVANI/ADI/SOYADI |
DESTEKLEYIC| j
= PROJE YURUTUCUSU ]
= UNVANI/ADI/SOYADI
= | (TUBITAK vb. gibi kaynaklardan
G J destek alanlar igin)
& DESTEKLEYICININ YASAL
‘B TEMSILCISI
= FAZ 1 a
g
% FAZ2 O
< FAZ3 m}
M FAZ 4 O
ARASTIRMANIN FAZI VEE | Gozlemsel ilag calismas O
TERH | Tibbi cihaz klinik aragtirmas; O |
In vitro tibbi tani cihazlari ile
. yapilan performans O
degerlendirme galismalari
llag dis1 klinik arastirma m}

Diger ise belirtiniz: Girisimsel Olmayan Klinik Arastirma

ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER

TEKMERKEZ | GOK MERKEZLI
O X

ULUSAL

X

ULUSLARARASI []
J

Etik Kurul Baskaninin
Unvani/Adi/Soyad:: Dog. Dr. Rasit KILIC

Imza:

Not: Etik Kurut ouynun,, ...
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KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

| ARASTIRMANIN ACIK ADI

“Anne Siti Alan ve Almayan Bebeklerde Lactobacillus spp.

Bakterilerinin  Arastiriimasi

ve Bazi Probiyotik Karekterlerin

Belirlenmesi”
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU j
i - Versiyon -
=
g Belge Ad ! Tarihi Numarasi Dili
,’E & | ARASTIRMA PROTOKOLU [ 17.09.2019 2 Turkge B ingilizee (] Diger [J
Z B  [BILGILENDIRILMIS GONULLU GLUR -
3 § FORMU 02.09.2019 ! Tirkee Ingilizce [] Diger []
g 2 | OLGU RAPOR FORMU Turkge [ Ingilizce[]  Diger []
o P
a ARASTIRMA BROSURU ! Tirkee []  ingilizce [] Diger []
Belge Adh ‘ Agiklama
- SIGORTA O
B ARASTIRMA BUTCESI ]
&= |BIVOLOJIK MATERYEL TRANSFER O
B8  |FORMU
%32 ILAN _ O
é ) YILLIK BILDIRIM
ZE&  [SoNUCRAPORU O
22 [GUVENLILIK BILDIRIMLER]
S8  [DiGer: O
Karar No: 2019-16/165 Tarih: 24/09/2019
B
= Yukarida bilgileri verilen basvuru dos as1 ile ilgili belgeler arastirmanin/cal; manin gerekce,
g g svuru dosy gili belg § cals gereke
= amag, yaklasim ve yéntemleri dikkate alinarak incelenmis ve uygun bulunmus  olup
S | aragtirmamin/galismanin bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve
< O F] oy - Kot s e e . " gegun s
'E bilimsel sakinca bulunmadigina, toplant yeter sayisi saglandigi i¢in katilan tiyelerin oy birligi ile

karar verilmistir.

—

Etik Kurul Bagkaninin
Unvan/Adi/Soyadi: Dog. Dr. Rasit KILIC
Imza:

Not: Etik kurul bagkany, i

yer als

Sayfa 2 /3

g1 her sayfaya imza atmalidir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

ve Baz

“Anne Siitii Alan ve Almayan Bebeklerde Lactobacillus  spp.
Bakterilerinin ~ Arastirilmasi
Belirlenmesi”

Probiyotik  Karekterlerin

BARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

—

L KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

LET]K KURULUN CALISMA ESASI Kilaviess

llag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Ar

astirmalari Hakkinda Yénetmelik, Tyi Klinik Uygulamalar

LBASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI: | Dog. Dr. Ragit KILIC

Etik Kurul Bagkaninin
Unvani/Ady/Soyadi: Dog. Dr. Rasit KILIC
Imza:

Not: Etik kurul bagkan, imzastnin yer almadigi her sayfaya imza atmalidir.
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