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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
Anne Siitiiniin Bakteriyel Analizi
AYTUL YILDIRIM

Cumbhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Doc.Dr. Ali Fazil YENIDUNYA

Anne siitli, neonatal bagirsak mikroflorasinin kompozisyonunda, baglamasi ve
gelisiminde O©Onemli bir faktordiir. Anne siitiinde bulunan bakterilerin orijini
tartisilmaktadir ve en azindan bazi tiirlerin maternal bagirsaktan meme bezlerine igsel
olarak tasimyor olabilecegi Onerilmistir. Bu tiir hipotezler tartisilir olabilir ancak bu
biiyiileyici alanda ileriki arastirmalar tetikleyebilir. Bu calismada, hamile bireylerden
doguma kadar her ay fekal ornekler, dogumdan sonra ise, iki haftada bir diizenli olarak
siit ornekleri alindi. Dogrudan total DNA o6ziitlemesini takiben PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) ile bakteri 16S ribozomal RNA genleri ¢ogaltildi. Cogaltim iiriinleri 7agq 1,
Hae TII restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesim {iriinleri PAGE (poliakrilamit jel
elektroforezi) ile ayristirildi. Bant profillerinden bir veri matrisi olusturuldu ve PAUP
programi ile analiz edildi. Olusturulan UPGMA dendrogramu kontrol, fekal ve siit
ornekleri arasinda ortak bir mikrofloranin varligina isaret etmistir. Sonrasinda veriler
SPSS programi yardimiyla frekans dagilimi, ki-kare (Xz) ve korelasyon testleri ile
analiz edildi. Siit 6rneklerinden elde edilen sonuglar birbirleriyle, kontrol olarak
annelerin kendi fekal drnekleriyle ve hamile olmayan kontrol bireylerin fekal 6rnekleri ile
kargilastirildi. Sonu¢ olarak, siit Ornekleri arasinda kisisel farklara ragmen,
istatistiksel olarak anlamli benzerlikler goriildii. Annelerin siitleri ve fekal
ornekleri kiyaslandiginda ise ii¢ kiside istatistiksel acidan anlamli benzerlikler

goriildii, diger bes kiside benzerlikler istatistiksel acidan anlamli bulunmadi.

Anahtar kelimeler: 16S rRNA geni, anne siitii, yenidogan, mikroflora.
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SUMMARY

MSc Thesis
Bacterial Analysis of Human Milk
AYTUL YILDIRIM

Cumhuriyet University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Ali Fazil YENIDUNYA

Human milk is an important factor in the initiation, development and
composition of the neonatal gut microflora. The origin of the bacteria found in human
milk is debated and it is suggested that, at least, some species may be endogenously
delivered from the maternal gut to the mammary gland. However such hypothesis can be
a subject of controversy, it should stimulate further research in this fascinating area. In
this study fecal samples were collected from pregnant women every month until the
delivery, after delivery breast-milk samples were collected every fortnight. Following the
directly total DNA extraction procedure, 16 S rRNA genes of bacteria were amplified by
PCR (polymerase chain reaction). Amplification products were cut with Tag I and Hae 111
restriction enzymes. Digestion products were resolved by PAGE (polyacrylamide gel
electrophoresis). A data matrix was formed from band patterns and analyzed by PAUP
programme. The resulting UPGMA dendrogram has implied a common microflora
between control, fecal and milk samples. Then, data were analyzed with frequency
distribution, chi-square (Xz) and correlation by using SPSS programme. Human milk
results were compared with each others, mothers’ fecal samples and control fecal samples
from randomly chosen non-pregnant individuals. In conclusion, although personal
differences between the milk samples, statically significant similarities were observed. In
the case of the comparison of mothers’ milk and fecal samples, significant similarities

were observed in three person but other five persons’ similarities were insignificant.

Keywords: 16S rRNA gene, breast-milk, newborn, microflora.
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1. GIRIS

Sanatsal agidan anne ve bebek arasindaki emzirme insanoglunun 6ziinii
sunmaktadir. Sosyobiyolojik acidan bakildiginda ise, emzirme hayvanlar
aleminde fedakarligin doruk noktas1 olarak kabul edilir. Burada, amag
insanoglunun kendi neslinin en iist diizeyde devamliligim saglamak i¢in kendi
viicut salgilarindan olusan, koruyucu ve besleyici nitelikli anne siitii bilesenlerini
bebegine aktarabilmektir. Insanlar icin iki tanimlayic1 6zellik; biiyiik bir beyine
ve yavas olgunlagma siirecine sahip olmalaridir. Bu birlesim, etkin ve siireklilik
gosteren bir Ogrenme potansiyelini aciga cikarmistir. BOylece karmasik bir
kiiltiirtin devamliliginin saglanmas: i¢cin gerekli olan bilgi, nesiller arasinda
aktarilabilir olacaktir. Burada atasal bireylere diisen en Onemli gorev annenin
bebegini emzirmesidir. Anne, bebegine dengeli bir beslenme ve hem dogustan
hem de kazanilmis bagisiklik iriinlerini en uygun diizeyde ancak emzirme
yoluyla bebegine saglayabilir; emzirme sonucunda bebegini c¢evreden
kaynaklanabilen bakteri ve viriis enfeksiyonlarma karsi korur ve gelecekteki en

saglikli 6grenebilme ve olgunlagma siirecini baglatir.

Anne siitii biyoaktif faktorler iceren ve yapay besinlerle eslesmeyen,
ozel bir biyolojik sividir. Igerisinde gerekli biitiin besinleri ideal dengesinde
bulundurdugundan hizli biiylime donemindeki bebekler icin en iyi besin

kaynagidir (Wright ve Fenny, 1998; Martin ve Ark., 2004).

Anne immiinoglobulinleri ve immiino—kompetent hiicreler gibi siit
bilesenlerinin ya da bir¢cok farkli antimikrobiyal maddenin birlikte sergiledigi bir
koruma sekli olarak ortaya ¢ikabilir. Anne siitii, ayn1 zamanda, insan bagirsaginda
bulunan, bagisiklik sistemi icin cok dnemli ve bifidojenik faktorler olarak bilinen
smirli sayidaki bazi potansiyel probiyotikler ve bunlarin gelisimini saglayan
prebiyotikleri icermektedir. Probiyotikler konagm mikroflorasin1 degistirerek,
saghgina yararl etkiler olusturan yeterli sayida mikroorganizma toplulugudur.
Anne siitii, probiyotikler ve besin kaynaklarini olusturan oligo— ve polisakkaritler

olarak tamimlanmig prebiyotiklerce son derece zengin besinlerin basinda



geldiginden icerik olarak essizdir. Modern bebek mamalari, anne siitii icerigi
temel alinarak formiile edilseler bile, dogal biyolojik salgi olan anne siitiiniin

yerini tutamamaktadir.

Anne siitiiniin bebek bagirsak mikroflorasinin baglamasi, gelisimi ve
kompozisyonunda 6nemli bir faktor oldugu bilinmektedir (Martin ve Ark., 2004).
Bunun dogal bir sonucu olarak da memeden beslenen bebeklerin bagirsak florasi
mama ile beslenen bebeklerinkinden farklilik gosterir. Yenidogan bebekler
ozellikle enfektif hastaliklara duyarhdir. Anne siitiinden insan saghg: icin yararl
bakteriler izole edilirse bunlar, iizerinde onemle durulmasi gereken probiyotik
organizmalar olarak degerlendirilebilir. Ciinkii bu bakteriler insan orijinli
olduklarindan giivenilirlik, uzun siireli kullanmilabilirlik ve siit iiriinlerine
adaptasyon gibi insan probiyotiklerinde aranan bazi temel kriterleri dogal olarak

karsilayabilirler.

Son zamanlarda, hizla gelismekte olan bat1 toplumlarinda, artik, bebek
beslenmesinde ¢esitli mama formiilasyonlar1 emzirmenin yerini almistir. Buna ek
olarak, kent yasamina adaptasyon sonucunda anne, genellikle taze ve dogal besin
maddelerini kapsamayan diyet sekillerinden olusan, yeni beslenme aligkanliklar1
edinmektedir. Bu iki faktor, siire¢ icinde, insan populasyonlarina ait endojen
bagirsak mikrobiyotasinin tamamen degismesine neden olabilir. Bu degisimin bir
isareti, gelismis toplumlarda sik¢a goriilen ve yaslanma ile ortaya ¢ikan bagirsak
hastaliklaridir. Kentlesme ve kentli niifus, toplumlarin gelismesi ile dogru orantili
arttig1 i¢in; durdurulmasi ya da yavaslatilmas1 miimkiin degildir. Bu nedenle, yeni
beslenme aligkanliklarinin insan saghiginda yol actifi bu tiirden degisimleri
dengeleyebilecek cesitli teknolojik iiriinler gelistirilmektedir. Bu iiriinlerin temel
kaynag1 yine saglikli insanda bulunan dogal endojen mikrofloradir. Geligmekte
olan iilkelerde, ozellikle kirsal kesimlerde, bebeklerin emzirme ile beslenmesi
oldukca yaygindir. Kirsal kesimlerde yasayan, anne siitii ve dogal fermente
riinlerle beslenen insanlarmm daha saghkli bagirsak mikrobiyotasina sahip
olduklar1 diisiiniilebilir. Gelecegin, kirsal toplumlarin aleyhinde degisecegi ortak

bir beklentidir ve toplumlarin saglikli kusaklar yetistirebilmeleri i¢in de anne



slitiinin  yerini alabilecek teknolojik {irtinlerin gelistirilmesi kag¢milmaz

olmaktadir.

Bu calismada, hamilelik siirecinin ilk doneminden itibaren takibe alinan
8 anne adayindan doguma kadar birer aylik peryotlarla fekal ornekler alindi.
Dogum sonrasinda ayni annelerden ikiser haftalik peryotlarla alt1 ay siiresince siit
ornekleri sagildi. Aliman fekal ornekler ile 8 hamile olmayan kadindan bir defada
alman fekal orneklere total DNA o6ziitlemesi yapildi ve calismada kontrol olarak
kullanildi. Anne siitii mikroflorasinin smnirli olusu ve PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) i¢in yeterli miktarda DNA saglanamamasi nedeniyle alinan siit
ornekleri birlestirilerek total DNA 0ziitlemesi yapildi. DNA 6ziitlerinden PCR ile
bakterilerin yaklasik 1,500 b¢ uzunlugundaki 16S rRNA gen bolgesi ¢ogaltildi.
Cogaltim iiriinleri Tag I ve Hae 111 restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi
ve kesim {iriinleri elektroforez ile ayristirildi. Elde edilen kesim iiriinleri profilleri

analiz edildi.
1.1. Anne Siitiiniin Onemi

Bebek, olgunlasmamis ve dogal olarak sonradan kazanilmis bagisiklik
sistemi, mikrofloraca fakir bir bagirsak, patojenleri kovma yetenegi az bir karin
boslugu ve cevreyi agziyla kesfetme egilimi ile dogar. Mukozal bagisikligin
dogustan gelen bilesenleri tam olarak gelismemistir. Boylece anne siitii, dogustan
gelen bagisiklik sistemini gelistiren bagirsagin mukozal bariyeri i¢cin énemli bir
tamamlayicidir. Bu ve diger hususlar goz Oniine alindiginda bagisiklik saglayici
etkisi ile anne siitii, etkin bir biyoaktif biresim olarak arastirilmistir. Biyoaktif
bilesenler bebegi koruma potansiyeline sahiptir. Bazi siit faktorleri bir patojeni,
bazilar1 patojen ailelerini, bazilar1 da patojenlerin ¢ok genis bir araligini inhibe
eder. Patojenin, reseptoriine baglanmasini baskilayan bazi fonksiyonlar dogrudan;

bagirsagin mikroflorasin1 modifiye eden fonksiyonlar da dolayh etkilidir.

Giintimiizde, anne siitiiniin bebege hem dogal bagisiklik sistemini hem
de kazanilmis bagisiklik sistemini igeren pek ¢ok koruma tipini sagladigi ¢ok iyi

bilinmektedir. Emziren anne, siit sayesinde, bebegine pek ¢ok koruyucu faktor



saglar. Bu koruyucularin sayi, potansiyel ve Onemi belki de Onceden
diistintildiigiinden c¢ok daha fazladir: ¢cok sayida etkili koruyucu, yag asitleri ve
peptitler gibi antimikrobiyal maddenin parcalanip salinimina kadar anne siitiinde
bulunmazlar. Anne siitiiniin koruyucu yapilar1 patojen siireclerin farkl
basamaklarini baskilar ve koruyucu olan her bir bilesenin daha az miktarinda bir
sinerji yaratirlar. Bazi koruyucu bilesenler, izolasyon ve test edilmedeki zorluklar
yiiziinden gercek Oneminin altinda nitelendirilmistir. Son c¢aligmalarda anne
slitiiniin yenidoganlarin bagisiklik sistemini yapilandiran koruyucu faktorlerin
etkili karisimimi yiiksek miktarda icerdigi ve bu sekilde annenin bebegini enterik
ve diger hastaliklardan korudugu vurgulanmistir. Buradan, anne siitiiniin belirli
patojenlere karsi zengin bir sagaltict kaynagi oldugu sonucuna varilabilir
(Newburg, 2005). Yenidogan ve kazanilmis bagisiklik arasindaki basarili
etkilesim saglik i¢cin gereklidir. Ciinkii mukozal yapilar pek ¢ok patojen, alerjen
ve karsinojen i¢in giris kapisi islevi géormektedir. Neonatal periyot bu konuda ¢ok
kritiktir. Ciinkii yenidogan, hemen cok sayida mikroorganizma, yabanci protein
ve kimyasala maruz kalir. Kazanilmis bagisiklik dogumdan sonra degisken bir
periyot boyunca neredeyse yoktur. Anne siitiiyle beslenme bu nedenle 6nemlidir.
Sadece dogal immiinolojik terapi veya pasif asilama olarak degil, aynm1 zamanda
anne siitiiniin bagisiklik olusturan faktorler icermesi nedeniyle emzirilen bebegin
bagisiklik sisteminin gelismesinde Oonemli etkiye sahip olabilir (Per Brandtzaeg,

2003).
1.2. Anne Siitiiniin Icerigi

Anne siitii yenidogan bebek icin en uygun olan ve pek cok farkl bilesigi
bir arada bulunduran biyolojik olarak kompleks bir sividir (Darragh, 2002). Anne
siiti; mikroorganizmalar, bagisiklik saglayan ajanlar, besin maddeleri, iltihab1
engelleyen bilesenler, hormonlar, biiylime faktorleri, enzimler gibi bilesenleri
icermektedir (Hamosh, 2001; Darragh, 2002). Siit kompleks proteinler,
karbohidratlar, lipitler ve poliniikleotitlerden olusan ve sayisiz koruma faktorleri
iceren bir kokteyl seklinde tanimlanmistir (German, 2002). Bu essiz igerik, anne

slitiinii besin maddesi olmanin ¢ok daha 6tesine tagimaktadir.



1.2.1. Anne Siitiinde Bulunan Bakteri Gruplar1 ve Onemi

2000’11 yillarla baslayan birka¢ arastirma sonucunda, anne siitii olarak
bilinen biyolojik salgidan izole edilen bakterilerin genellikle enterokok,
laktobasil, mikrokok, stafilokok ve streptokok olduklar1 saptanmistir. Bu bakteri
gruplari, bakteriyoterapotik ya da potansiyel probiyotik suslari icermektedir
(Heikkila ve Saris, 2003; Martin ve Ark., 2004). Dogumu izleyen bir¢cok hafta
boyunca, insan siitii, bebek bagirsak mikroflorasinin siirekli bir mikroorganizma
kaynagidir ve bu nedenle yenidogan bagirsak mikroflorasmnin bagslamasi ve
gelisiminde 6nemli bir faktordiir. Ornegin; giinde 800 ml siit tiiketen bir bebek
yaklasik 10°—107 adet bakteriyi de birlikte almaktadir. Daha ileri bir soylemle,
bebek fekal floras1 anne siitii bakteri kompozisyonunun bir yansimasidir

(Heikkila ve Saris 2003; Martin ve Ark., 2004).



Tablo 1.1. Saglikli anne siitiinden izole edilen baslica bakteri grup ve tiirleri (Diaz-
Ropero ve Ark., 2006; 1993; Heikkila ve Saris, 2003; Wright ve Fenny,1998; Martin ve
Ark., 2004; Martin ve Ark., 2005; Gueimonde ve Ark., 2007)

BAKTERi GRUBU ANA TUR

S. epidermis

S. hominis
Staphylococcus sp.

S. capitis

S. aureus

S. salivarius

S. mitis
Streptococcus sp. .

S. parasanguis

S. peroris

L. gasserii

L. rhamnosus
Lactobacillus sp. L. acidophilus

L. plantarum

L. fermentum

E. faecium

Enterococcus sp. F ;
E. faecalis

B. animalis

B. bifidum

B. longum
Bifidobacterium sp.

B. catenulatum

B. breve

B. adolescentis




Yukaridaki tiirlere ait bakteriler, birbirinden ¢ok uzak iilkelerde saglikli
annelerin taze siitlerinden kolayca izole edilebilmektedir (Martin ve Ark., 2004).
Bu da bu bakterilerin anne siitiindeki varligimin yayginhigma isaret eder.

Boylelikle, anne siitiiniin dogal mikroflorasinin bilesenleri olarak goriilebilirler.

Anne siitiinde laktobasillerin varligi, kismen de olsa, prebiyotik
oligosakkaritlerin varligint da agiklayabilir. Ciinkii bu gibi maddeler, insandan
izole edilen laktobasillerin friiktozil- ve glikozil transferaz enzimleri tarafindan
sentezlenebilmektedir (Martin ve Ark., 2004). Insan siitiinden izole edilen
bakteriler arasinda, bugiine kadar, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
rhamnosus ve Enterococcus faecium potansiyel probiyotik (sagaltict) bakteriler
olarak bilinmektedir (Holzapfel ve Ark., 1998). Ayrica Lb. fermentum, Lb.
plantarum, Lb. acidophilus, Enterococcus faecalis gibi anne siitii
mikroorganizmalar1 da ticari probiyotik degere sahiptir (Klaenhammer ve Kullen,
1999, Gorbach, 2002). Probiyotikler, 1989 yilindan beri konak organizmanin
bagirsak mikrobiyal dengesini iyilestirmek {izere besin icine katilan canli
mikrobiyal katki olarak tanimlanmaktadir. Giintimiizde probiyotik bakterilerin
cogu Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine ait olmakla birlikte
Lactococcus, Enterococcus, Saccharomyces (Salminen ve Von Wright 1998),
Propionibacterium, Streptococcus thermophilus (Sreekumar & Hosono, 2000)
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Sreekumar & Hosono, 2000) tiirleri de
probiyotik olarak nitelendirilmektedir (Gorbach, 2002). Probiyotik bakterilerin
canli hiicrelerinin bagirsaklarda bulunmalar1 halinde, bagisiklik sistemini
uyardiklar1 ve giiclendirdikleri belirtilmistir (Sekil 1.1.) (O’Hara ve Shanahan,
2000).



Koruyucu fonksiyonlar Yapisal fonksiyonlar Metabolik fonksiyonlar
RECIae Ve e Bariyer gliglendirme Besinlerle alinan Sindirilemeyen besin artiklari
(Amonyak,indol, merkaptan, S z . ; 2 .
toksik aminler siilfitler gibi . ) o karsinojenleri metabolize ve endojen kékenli mukusun
maddeler iireten) IgA'nin gdreve getiriimesi  etme fermente edilmesi
Besin ve reseptar yarisi Bagisikiik sisteminin Vitaminlerin sentezi
Bakteriyosin ve laktik asitler geligmesi (Biotin, folik asit gibiB Iyon absorbsiyonu
gibi anti mikrobiyal faktérlerin grubu vitaminleri ve K
Gretimi vitamini) Enerji saglama
Kisa zincir Mg:: Vitamin K
Kommensal Bakteriler yag asitleri Ca Biotin

N /-

Sekil 1.1. Probiyotik bakterilerin fonksiyonlar1 (O’Hara ve Shanahan, 2006).

Insan viicudunun mukoz membranlar1 dis cevre ile dogrudan etkilesim
halindedir ve ¢ok sayida farkli bakterilerle kolonize olmustur. Mukoz yiizeyler
pek cok savunma mekanizmasi ile korunmaktadir. Ciinkii bu bolgeler patojenler
tarafindan giris kapis1 olarak goriilir ve 6zellikle neonatal donem bu konuda

onemlidir (Per Brandtzaeg, 2003).

Bagirsak, 7 m uzunlugunda ve yaklasik 400 m” yiizey alanina sahip bir
organdir. Bu genis yiizey yaklasik 100 trilyon bakteri hiicresini (1,5 kg),
barindirmaktadir. Bagirsagin normal flora ile erken kolonizasyonu, bagirsak
koruma bariyerinin olusumu i¢in son derece Onemlidir. Bagirsak mikroflorasi
konagin anatomik, fizyolojik ve immiinolojik gelisiminde temel bir role sahiptir
(Herich ve Levkut, 2002). Bagirsak bakterileri, bagirsakla iliskili lenfoid dokunun
gelisimi icin birincil ve cok Onemli bir tetikleyici olarak goriiliir ve anti-alerjik

stirecleri yonetirler (Kalliomédki ve Ark., 2001). Dogumu izleyen ilk aylar



boyunca, 6zel olarak anne siitiiyle beslenme, ¢ocukluk ¢aginda rastlanan atopik
dermatit ve astim gibi hastaliklarin sikligini azaltmaktadir (Gdalevich ve Ark.,
Martin ve Ark., 2004). Laktobasiller degisik mekanizmalarla atopik hastaliklar ve
atopiyi onlemekte etkili olabilir. Vurgulanmasi gereken ilging bir nokta; siitte ¢ok
yaygmn olan mikroorganizmalar, saglikli bebek bagirsaginin, atopik bebek
bagirsagindan farkli olmasini saglayan en onemli etkendir (Kirjavainen ve Ark.,
2001). Laktik asit bakteriler (LAB) disinda kalan bazi diger bakteri tiirlerinin de
bebekleri hastane ortaminda bulunan bazi patojen bakterilere karsi korudugu
saptanmustir (Martin ve Ark., 2004; Tannock, 1997). Ornegin metisiline direngli
Staphylococcus aureus’un bebeklerde oral kolonizasyonu, Streptococcus viridans
tarafindan engellenebilmektedir (Martin ve Ark., 2004). Burada ilgin¢ olan bir
nokta da Streptococcus viridans’in saglhkli bebek bagirsagi mikrobiyotasinda

bulunmasidir (Kirjavainen ve Ark., 2001).

Gelisimin  erken doneminde yararli bakteri alimi, bagirsak
kolonizasyonunun kritik periyodu ile cakistigi icin, bagirsak kolonizasyonun

olugmasi1 ve devam etmesi agisindan 6nemlidir.
1.2.2. Anne Siitiindeki Bakterilerin Orijini

Anne siitiinde bulunan bakterilerin orijini heniiz tartisilmakla birlikte,
ozellikle bazi tiirlerin anne bagirsagindan endojen yollardan meme bezlerine
gectigi one siiriilmektedir. Boyle bir hipotez, heniiz bir tartisma konusu olsa da,
bu ilging alanda yapilacak arastirmalar1 cesaretlendirmelidir. Ciinkii bu
dogrulandig: takdirde, anne bagirsak mikroflorasinin modiile edilebilmesi gibi
bakteriyoterapi ve probiyotiklerin cok amacgl kullanimi konusunda yeni ufuklar
acilabilir. Bakteriyoterapi komensal veya yararli bakterilerin, konagin patojenler
tarafindan  kolonizasyonunu Onlemek i¢in kullanilmasina dayanan bir
uygulamadir (Reid ve Ark., 2001). Bu baglamda, saglikli anne siitii, enfeksiyon
hastaliklarina kars1 hem anneyi hem de bebegi korumadaki rolii ile, biyoterapotik
LAB veya potansiyel probiyotiklerin 6nemli bir kaynag: olabilir (Martin ve Ark.,
2004).
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Komensal stafilokoklar ve streptokoklar anne siitiindeki baskin bakteri
tiirleri arasindadir (Martin ve Ark., 2004; Heikkila ve Saris, 2003). Koagiilaz-
negatif stafilokoklar ile S. epidermidis gibi baskin tiirlerin, emzirme siirecinde
anne siitiinden koken aldiklar1 diistiniilmektedir (Martin ve Ark., 2004). Buna
karsin viridans streptokoklar1 (S. salivarius gibi), deri konuklar1 olarak, nadiren
bulunur. Bebegin agiz boslugunun ve sindirimle ilgili bolgelerin yukar: kismmin,
baslangicta annenin vajinal ve fekal mikroflorasi tarafindan, dogum sirasinda
kolonize oldugu savunulmaktadir (Mackie ve Ark., 1999). Bu nedenle,
streptokoklarin bebek agzindan memeye ve buradan da siite gectikleri
sanilmaktadir (Heikkila ve Saris, 2003). Bununla birlikte meme bezleri tarafindan
tretilen siit, dogumdan Onceki haftalar boyunca (ve ayrica bebek ile temas
olmaksizin) saglanan siit ve dogumdan sonra saglanmis taze siit benzer bakteriyel
tiirler icerir. Buna ek olarak, benzer sonug¢lar sezaryenle dogum yapmis annelerin
siitlerinde de saptanmustir. Bu gibi gozlemler en azindan anne siitiinde bulunan
baz1 bakterilerin asil kaynagmin belirlenmesinde yeni zorluklar ¢ikarmistir. Bu
biyolojik maddede yaygin olarak bulunan LAB tiirlerinin 6zellikle bazilarinin

kokeni heniiz bilinmemektedir.

Insan laktobasil ve enterekoklar1 genellikle mukozal iliskili bakterilerdir
ve hem gastrointestinal hem de tirogenital bolgelerden kolayca izole edilebilir.
Heikkila ve Saris (2003) siitten birka¢c LAB tiirii (Lb. crispatus gibi) izole ettiler
ve bu tiirlerin saglikli kadinlarda baskin vajinal laktobasiller oldugundan bunlarin
vajinal orijine sahip oldugunu ileri siirdiiler (Martin ve Ark., 2004; Heikkila ve
Saris, 2003). Bazi siit LAB tiirlerinin orijinini ac¢iklamadaki zorluklar yeni
iddialar1 da beraberinde getirmektedir. Anne bagirsaginda bulunan LAB’lerinin
bazilar1 endojen bir yol izleyerek meme bezlerine ulasabilir; yani bagirsak
LAB’leri, saglikli konaklarda bagirsaktan farkli bolgelere yayilmak i¢in yetenekli

olabilirler.

Laktobasillerin yan etkilerinin rapor edildigi vakalar ¢cok nadirdir. Fakat
endokardit, zehirlenme veya karaciger apsesi gibi birka¢ vaka rapor edilmistir.

Genellikle hastalarda arka plandaki hastalik ile birlikte ortaya ¢ikmustir (Alvarez—
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Olmos ve Oberhelman, 2001; Martin ve Ark., 2004). Karaciger apseleri vakasi,
Lb. rhamnosus GG igeren iriinlerin biiyilkk miktarlarda tiiketilmesinden
kaynaklanabilmektedir. Bu gibi bulgular, saghkli bir konak icinde neler
olabilecegini yansitmasa da, laktobasillerin bagirsaktan diger organlara yayilmak
icin bazi1 mekanizmalara sahip olduklarina isaret etmektedir. Son zamanlarda, oral
yoldan alinan probiyotik laktobasillerin endojen yollarla vajinaya tasiniyor
olabilecegine yonelik caligmalar yapilmaktadir (Martin ve Ark., 2004). Her ne
kadar LAB’lerinin bagirsak epitelini gecerek meme bezlerine ulasabildikleri
miimkiin ise de diger yollar heniiz bilinmemektedir. Gelecekteki ¢aligmalar daha

tutarl aciklamalar sunabilir.

Patojenlerin ifade edilen istila genleri ile bagirsak mukozasina geg¢isinin,
baslica M hiicreleri ve Peyer plaklarinda yerlesen 6zellesmis epitel hiicreleri
araciligi ile gerceklestigine inanilmaktadir. Son zamanlarda dendritik hiicrelerin,
bakterileri bagirsak limeninden dogrudan yakalamak i¢in bagirsak epiteline
niifuz edebilecegi gosterilmistir (Martin ve Ark., 2004).

Dendritik hiicreler, primer bagisiklik yanitinda antijen sunucu hiicreler
arasinda en etkili olanidir. Antijenlerin sunumu ve T-hiicrelerinin uyarilmasinda
rol alir. Kemik iligi, ince ve kalin bagirsagin mukozal yiizeyleri gibi pek cok
mukozal yiizeyde bulunurlar. Dendritik hiicreler bagirsak epitel hiicreleri
arasindaki dar baglant1 yerlerini acabilme yetenegindedir. Bu 0Ozellikleri
sayesinde, bakterilerin liimenden alinarak antijen sunucu hiicreler ile
taginmalara araci olurlar (Stagg ve Ark., 2004). Siki baglant1 proteinlerinin
ifadesi sayesinde epitel doku bariyerinin biitiinliiglinii muhafaza ederken,
dendritlerini epitelin disina uzatir ve dogrudan bakterileri yakalarlar. Boyle bir
mekanizma kullanan patojenite adasi1 I (SPI) tarafindan kodlanmis istila
genlerinden yoksun bir Salmonella typhimurium susu, farelere oral uygulama
sonrasinda, dalaga ulasabilmektedir (Martin ve Ark., 2004). Bagwrsak
bakterilerini tasiyan antijen sunucu dendritik hiicreler, farelerin mezenterik lenf
diiglimlerinde de incelenmistir (Stagg ve Ark., 2004). Komensal kokenli
bakterileri tasiyan dendritik hiicreler bu bakterilerle birlikte hareket
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edebilmektedir. Ayrica bagirsak bakterilerinin doku altina translokasyonu ve
penetrasyonu, hayvanlarda ve saglikli insanlarda pek cok kez gozlenmistir.
Mukozal bagisiklik sistemi bu bakteriler tarafindan sekillendirildigi i¢in, bu

bakteriler son derece dnemlidir.

Dendritik hiicreler normalde diger bolgelerde de bulunmalarina karsin,
kalin  bagirsaktaki sayilar1 ¢ok daha fazladir. Komensal bakteriler,
immiinmodiilator etkilerinin yani sira, mikrobiyal iriinleriyle dendritik hiicreleri
ve dolayisiyla da dendritik hiicrelerin fonksiyonlarin1t modiile edebilirler.
Komensal bakteriler; dendritik hiicrelerin aktivasyonlarmi epitel hiicrelerle,
sitokin ve kemokin modiilasyonu ile ya da dogrudan dendritik hiicrelere etki
ederek azaltabilmektedir. Bu durumda komensal bakterilerin, dendritik hiicrelerin
aktivitelerini diizenledigi diisiiniilebilir. Buna karsilik olarak, dendritik hiicreler
kalin bagirsakta komensal floray: diizenlemekten sorumlu olabilir (Stagg ve Ark.,
2004).

Dendritik hiicreler, diger lenfosit hiicreler ve makrofajlar, mukozal
lenfoid dokular arasinda yerdegistirebilirler. Antijen sunan hiicrelerin, bagirsak
mukozasindan solunum, genital bolgeler, tiikiiriik ve gozyasi bezleri ve en
Onemlisi siit veren meme bezi gibi uzak mukozal bolgelere tasmip kolonize
olduklar1 bilinmektedir. Buna ek olarak, emzirme donemi boyunca bagisiklik
sistemi hiicreleri tarafindan meme bezinin kolonizasyonu hormonlar tarafindan
diizenlenen secici bir siirectir. Bu siire¢ anne siitiinde bu gibi hiicrelerin
bollugundan sorumludur. Son zamanlarda S. typhimurium DT 104’iin bebeklere
iletiminin anne siitii ile oldugu rapor edilmistir. Bu caligmada bakterinin
baslangicta maternal bagirsakta yerlestigini ve bahsedildigi gibi i¢sel bir yol

izleyerek meme bezine ulastig1 gosterilmistir (Martin ve Ark., 2004).
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Sekil 1.2. LAB suslarimin fetal ve neonatal bagirsaga nasil gegirildigini agiklayan
kuramsal bir model. (A) Dendritik hiicreler LAB’leri dogrudan bagirsak liimeninden
cikarmak icin onceden bagirsak epiteline niifuz eder. (B) Hemen igteki antijen sunucu
hiicreler araciligiyla LAB, bagirsak mukozasindan uzak mukozal ylizeylere tasinabilir;
cinkii mukoza ile iligkili lenfoid dokular arasinda (solunumla ilgili bolge, genital
bolgeler, tiikiiriikk—gozyast bezleri ve en 6nemlisi siit veren meme bezleri) lenfositlerin
sirkiilasyonu s6z konusudur (Martin ve Ark., 2004).

Meme bezi emzirme i¢in erigkin ve hamilelikte olusan bir dizi gelisim
basamaklari ile hazirlanir. Hamilelikte meme biiylimesinin temel 6zelligi, bir¢ok
hormonun etkisi ile alveol ve kanallardaki biiyiikk artigtir. Hamileligin son
donemlerinde alveol sistemi lobcuklar1 en iist diizeydedir. Meme ucu ve meme
basmi ¢evreleyen halka dikkat cekici sekilde genisler ve yag bezleri iceride ¢ok

cikintili olmaya baglar. Meme bezinin artmis lenf ve kan stogu ve meme
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alveoliinii kusatan miyoepitel hiicrelerinin dogum sirasinda rahim kaslarinin
kasilmasina neden olan oksitosin salinimi, anne siitiinde endojen bakterilerin
varligin1 kolaylastirabilir (Martin ve Ark., 2004). Bu degisiklikler meme basini
cevreleyen bolge ve meme kanal sisteminde biyofilm olusumuna elverisli

kosullar saglar.

Son yillarda yapilan arastirmalar, dogum Oncesi anne bagirsak ve siit
dogal floralarinin, fetus ve yenidogan bagirsak florasmin olusumunda iki dnemli
kaynak olduguna isaret etmektedir (Martin ve Ark., 2004; Heikkila ve Saris,
2003).

1.2.3. Bebek Bagirsak Mikroflorasinin Gelisimi ve Anne Siitiiniin
Etkileri

Tissier’in eski ¢aligmalar1 bebek bagirsak florasinin olusumuyla ilgilidir.
Iddiaya gore, rahimdeki fetus sterildir; yenidoganlarm intestinal bolgelerinin
bakteriyel kolonizasyonu, anne fekal ve vajinal mikroflorast ile gecis
kontaminasyonu yiiziinden, dogum kanalindan geg¢is sirasinda baglar. Bu hipotez
genis Olclide kabul gormiistiir (Martin ve Ark., 2004; Tannock, 1997;
Bezirtzoglou, 1997). Bununla birlikte yeni bulgular; LAB ve diger bakterilerin az
sayida da olsa plasentadan, amniyotik sividan, gébek bagi damarlarindan ve ilk
olarak anne siitiiyle beslenen saglikli yenidoganlarin (sezaryenle doganlar da
dahil) ilk bagwrsak florasindan izole edilebilmektedir. Bu izolatlardan bazilari
maternal (anneye ait) siit ve fekal orneklerinden saglanmais tiirlerin suslar1 ile ayni
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) ve Restriksiyon Parcasi Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) profillerini paylasiyor olmasina ragmen, vajinal, bacak
aras1 veya deri izolatlar ile iliski kurulamamuistir. Bu sonuglar genel olarak birkag
komensal tiirlin plasenta bariyerini gecebilecegini giiclii  bir sekilde
diisiindiirmektedir. Bu nedenle bagirsak kolonizasyonunun dogumdan Once

basladig ileri siirtilebilir (Martin ve Ark., 2004).

Bazi hiicre dis1 patojen bakterilerin, merkezi sinir sistemine girebildigi

cok 1yi bilinmektedir. Ciinkii bu bakteriler serebral endotel ve kan beyin
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bariyerini meydana getiren siki baglanti olusum hiicrelerinin bir tabakasiyla
etkilesime girebilmektedir. Streptococcus pneumanioe ve Grup—B streptokoklari
iceren bu patojen bakteriler, anne siitiinde bulunan baskin tiirlerle yakindan
iligkilidir. Beyin bariyerleri ile etkilesimi gerektiren bakteriyel karakteristikler
baslangi¢cta mukozal kolonizasyona olanak vermek i¢in se¢ilmis olmalidir (Nassif
ve Ark., 2002). Kan akisindakine benzer bir mekanizma, 06zgiil bagirsak
bakterileri tarafindan plasental bariyeri ge¢mek icin kullanilmis olabilir. Plasenta,
uterus i¢ zari ile yakindan iligkili olan 0zel olarak gelismis trofoblastlardan
olusur. Trofoblastlar hareketli hiicrelerdir. Anne ve fetus arasinda besin ve gaz
aligverisi saglarlar. Baslangicta tic katman (viliista fetal kapillarin duvari, viliilii
baglayici dokunun degisken bir miktar1 ve viliisu Orten trofoblastik epitel)
maternal ve fetal sirkiilasyonu aymrir. Fakat hamilelik siirecinde bu dokular
inceldigi i¢in kademeli olarak birbirlerine yakinlasirlar. Baska bir soylemle
besinler, atik {iiriinler ve gazlarin, anne ve fetus arasinda degis tokusunun
etkinliginde bir artis vardir. Bu artan degis tokus, secilmis komensal bakterileri
ihtiva edebilir. Sonu¢ olarak, anne disindaki yasam igin fetal bagirsagmn ilk
adaptasyonu bagirsak kolonizasyonunu baslatabilir (Martin ve Ark., 2004).

Bu diisiincelerden yola cikilarak sezaryenle dogan saglikli bebeklerin
gobek baginda bu bakterilerin varhi@i arastirilmistir. Agar tabaklara ekilen kan
orneklerinden elde edilen izolatlarin tiimii Enterococcus, Streptococcus,
Staphylococcus veya Propionibacterium cinslerine aittir (Enterococus faecium,
Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus sanguinis).
Sonra gebe farelere, saglikli anne siitiinden izole edilen isaretlenmis E. faecium
oral yoldan verilmis ve hayvanlarmm amniyotik sivilarindan izole edilmistir.
Ancak bu durum kontrol hayvan gruplarinda gozlenmemistir (Jiménez ve Ark.,

2005).

Molekiiler calismalar, vajinal LAB’lerin vajinal dogum sirasinda
anneden bebege gectigini gostermistir. Ancak bu bakteriler sanildig1 gibi bebek
bagirsaginda kolonize olamamaktadir. Ciinkii bu bakteriler anne siitiindeki LAB

tiyeleri ile yer degistirmektedir. Uterustaki fetusun sterilligi konusundaki
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iddialarm aksine, laktik asit bakterileri ve diger komensal bakteriler hem vajinal
hem sezaryenle dogan saglikli bebeklerin mekonyumundan izole edilmistir
(Jimenez ve Ark., 2005). Vajinal dogumda alinan bakterilerin bagirsakta kolonize
olmadig1 vurgulanmis olsa da, dogum sekli bebek igcin Onem tasimaktadir.
Sezaryenle diinyaya gelen bebeklerde LAB miktar1 daha azdir. Ishal riski
yiiksektir ve besinlere karsi alerjiye sik¢a rastlanmaktadir (Collins ve Gibson,
1999). Sezaryenle dogum, bebeklerde hassasiyete yol acmaktadir. Normal
dogumla diinyaya gelen bebeklerle karsilastirildiginda, gobek bagindaki 6zgiil
IgE oran1 daha fazladir. Bu immiinoglobulin, besin kaynakli alerjenlere karsi
meydana gelmektedir. Gobek bagindaki bu yiiksek oran daha ileri donemdeki
olast duyarliligin habercisi olabilir (Laubereau ve Ark., 2004).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, oral bakterilerin rahimde bulunan
cevreye kan akisi yoluyla girebilecegi ve dogum siirecini etkilebilecegi One
stirilmiistiir. Actinomyces naselundii gibi bakteriler diisik dogum agirligi ve
erken doguma neden olurken LAB gibi bakterilerin yiiksek dogum agirligi ve
zamanina neden oldugu gozlenmistir (Jiménez ve Ark., 2005). Bu tiir calismalar

bakterilerin mukozal yiizeyler arasinda taginimini desteklemektedir.

Geleneksel mikrobiyolojik teknikler, amniyotik sivi ve kroamniyon
dokudan bakteri saptanmasinda yetersizdir. Bunun nedeni, diisiik sayida bakteri
bulunmas1 ve belirli bakteri tiirlerinin kiiltiire alinmasindaki zorluklardir. Fetusun
onceleri steril olarak nitelendirilmesinin nedeni bu olabilir. Bununla birlikte,
saglikli anne adaylarinin amniyotik sivilarinda bakteri saptanmistir (Martin ve

Ark., 2004).

Dogum sonrasinda ise bagirsak mikroflorasinin kompozisyonu bebegin
beslenmesinden c¢ok etkilenir. Kat1 gidalarin alimimi ve anne siitiiniin kesilmesi,
biiytik flora degisikliklerine neden olur (Martin ve Ark., 2004). Anne siitiiniin
kesilmesi ve kat1 besinlerin alinimi ile yetigkin bagirsak mikrofloras1 kurulmaya

baslanir (Collins ve Gibson, 1999).

Anne siiti ve mama ile beslenen bebeklerin bagirsak mikroflorasi

arasindaki farkliliklar pek cok kez vurgulanmistir. Anne siitii alan bebeklerde
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Laktobasil (06zellikle Bifidobacterium bifidum) agwhkli bagirsak florasi
goriiliirken, mama ile beslenen bebeklerde baskin tiir Clostridium ve E. coli gibi
bakteriler olmaktadir (Newburg ve Ark., 2005; Martin ve Ark., 2004; Mackie ve
Ark., 1999). Yine, anne siitii ile beslenen bebeklerde mikrorganizmalarin dar bir
spektrumu gozlenmektedir. Siit, anne meme epiteli ile bebek sindirim sistemi
arasinda aktif olarak baglanti saglamaktadir (German, 2002). Bugiine kadar
cogunlukla insan siitii izerine yapilan mikrobiyolojik caligmalar, saklanmis anne
slitiinde potansiyel patojen bakterilerin ve anne ya da bebek enfeksiyonunu
kapsayan klinik olaylarin tanimlanmasiyla sinirli kalmistir (Martin ve Ark., 2004;
Wright ve Fenny, 1998). Ancak, taze anne siitii dogal florasinin bebek
enfeksiyonlarinin onlenmesine katkida bulundugu da agiktir; cilinkii anne siitii bu
antimikrobiyal 0zelligini pastorizasyon sonrasinda yitirmektedir. Bu bulgu,
memeden beslenen bebeklerin bagirsak mikroflorasmin ni¢in sinirh bakteri
gruplar1 tarafindan olustugunu da agiklamaktadir. Anne siitiinde birka¢ baskin
Gram (+) tiirlerin varligi anne siitiiyle beslenen yenidoganlarin bagirsak
mikrobiyotasinin dar bir tiir spektrumundan olusmasinin ve sadece siitten
kesildikten sonra ¢ok cesitli bir mikrobiyotanin gelismesinin nedeni olabilir
(Martin ve Ark., 2004). Bunun disinda, anne siitiiniin bazi 6zellikleri de tiir

simirliligmi desteklemektedir:

1. Anne siitiiniin 6nemli bir kismimi olusturan oligosakkaritler, glikoz,
galaktoz ve fukoz oligomerleri veya bazi glikoproteinler, bifidobakteriler
icin 0zel biiytime faktorleridir (Collins ve Gibson, 1999).

2. Anne siitiiniin diisiik protein icerigi ve indirgeyici tampon kapasitesi,
bifidobakterilerin secilmis olarak biiylimelerine izin verir. Bu diisiik
tamponlama kapasitesi sayesinde bebekte Bacterioides, Clostridium ve E.
coli gibi bakterilerin biiylimesine elverisli olmayan asit seviyesi saglanir

(Bezirtzoglou, 1997).

3. Laktoferin ve bazi lipitlerin de icinde oldugu baz1 bilesenler

mikroorganizmalar1 inhibe eder.
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4. Baz siit bakterileri, sIgA gibi immunoglobulinleri uyarir (Collins ve

Gibson, 1999).

Anne siitil ile beslenen bebeklerin bagirsaklarinda baskin olarak bulunan
bifidobakteriler akut ishal gibi hastaliklara karsi koruyucu etkiye sahiptir.
Epidemiyolojik caligmalarda, anne siitii ile beslenen bebeklerde mama ile
beslenen bebeklerden daha az sindirim sistemi enfeksiyonu goriildiigii
vurgulanmaktadir. Bifidobakteriler, Salmonella, rotaviriisler gibi ishale yol acan
patojenlerin ¢cogalmasini inhibe eder. Anne siitii, bifidobakterilerin ¢ogalmasini
destekleyen 6zgiil bifidus faktorler icerir (Martin ve Ark., 2003; Nascimento ve
Issler, 2003). Bu ¢ok dnemli bifidojenik aktivitenin bir kismu siit proteinleri ile
ilgilidir. Siit proteinleri hem dogrudan biiylimeyi uyarir hem de antimikrobiyal
etkilere sahiptir. Anne siitiiniin bifidojenik aktivitesi, yiiksek oranda, biiyiik siit
proteinleri ve bunlarm kiiciik proteolitik pargaciklar: sayesindedir. Bu protein
parcaciklari, siit proteinlerinin gastrik proteaz pepsini ile sindiriminden elde
edilmektedir. Polimerik immiinoglobulin reseptor salgi bileseninin (hPIGR) ve
insan laktoferininin izole edilen kisimlari, bifidobakterilerin biiylimesini tesvik
etmektedir. Bu peptitler bifidojenik karbohidrat olarak bilinen N-
asetilglikozaminden 100 kat daha etkilidir. Laktoferinin antimikrobiyal aktivitesi
pek cok calismanin sonucu olarak aciklanmistir. Bu protein ayrica antibiyotik ve
prebiyotik aktivitelerini birlestirerek yenidoganlarm bagirsak ici bakteri florasmin

belirlenmesi i¢in 6nemlidir (Liepke ve Ark., 2002).

Insan siitiiniin bifidojenik aktivitesi, siit karbohidratlarindan ziyade siit
peptitlerine dayanmaktadir. Mikrobiyal kolonizasyonun baslangici olan kritik
donemde, 6zellikle kolostrumda, ¢ok fazla olan bifidojenik faktorlerin alinimi
onemlidir. Kolostrum 6zellikle peptit dogali bifidojenik faktorlerce zengindir.
Inek siitiinde bifidojenik aktivite diisiiktiir. Ciinkii inek siitii insan siitiine oranla
onemli derecede diisiikk peptit ve karbohidrat bifidus faktorlerine sahiptir. Bu
nedenle inek siitii ve inek siitii icerikli mamalarla beslenen bebeklerde tipik bifid

flora goriilmez (Liepke ve Ark., 2002).
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1.3. Anne Siitiinde Bulunan Baz1 Onemli Cinsler
1.3.1. Bifidobacterium

Bifidobakteriler ilk kez 1900’de Tissier tarafindan anne siitiiyle beslenen
yenidoganlardan alinan fekal 6rneklerde saptanmistir. Comak sekilli, Gram (+),
gaz Uretmeyen ve anaerob Ozellikli bu tiire ilk olarak Bacillus bifidus adi
verilmigtir (Sgorbati ve Ark., 1995). Bifidobakteriler 20 °C — 46 °C arasinda ve
pH 6,5-7’de biiyiirler. Bu organizmalar anne siitii, insan ve diger hayvanlarin
fekal ornekleri, arilar, insan vajina ve dis ciiriikleri gibi farkli kaynaklardan izole

edilmistir (Arunachalam, 1999).

Ozellikle anne siitinde bulunan tiirlerinin  bebek  bagirsak
mikroflorasimnin kurulmas1 ve dengesinin korunmasinda faydali etkilere sahip

oldugu bilinmektedir.
1.3.2. Enterococcus

Enterococcus cinsi oval sekilli, tek ya da kisa zincirler halinde bulunur.
Gram(+), hareketli, katalaz-negatif ve fakiiltatif anaerobdurlar.
Homofermentatiftirler ve karmasik besin gereksinimleri vardir. Genellikle 10 °C
ve 45 °C’de pH 9,6 ve % 6,5 NaCl konsantrasyonunda biiyiirler (Devriese ve Pot,
1995).

Genellikle omurgalilarin fekal 6rneklerinde bulunur. En tipik tiirleri anne
siitiinde de mevcut ve ticari olarak probiyotik degere sahip olan E. faecium ve E.
faecalis’tir. Birka¢ susu fermente iriinlerde baglatici (starter) veya probiyotik

olarak kullanilir.
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1.3.3. Lactobacillus

Laktobasiller Gram (+), spor olusturmayan, DNA’larinda genellikle
%50’den daha az guanin+sitozin (G+C) iceren basil ya da kokobasillerdir.
Oksijene toleransh ya da anaerobik, asidiirik ya da asidofilik ve karmasik besin
gereksinimleri olan (karbohidratlar, aminoasitler, peptitler, yag asidi esterleri,
tuzlar, niikleik asit tiirevleri ve vitaminler gibi) bakterilerdir. Baz1 laktobasil
tiirlerine ait suslar cevreden aldiklar1 porfirinleri kullanabilir, katalaz aktivitesi ve
nitrit rediiksiyonu gosterebilirler. Glikozu karbon kaynagi olarak kullanan
laktobasiller ya homofermantatif (%85’ten fazla laktik asit iiretirler) ya da
heterofermantatiftirler (esit oranlarda laktik asit, karbondioksit ve etanol ve/veya
asetik asit iiretirler). Cok sayida bilesigi (sitrat, malat, tartarat, nitrat, nitrit vb.)
metabolize edilebilir ve enerji kaynagi ya da elektron akseptorii olarak

kullanilabilirler (Hammes ve Vogel, 1995).

Laktobasiller dogada karbohidrat iceren substratlarin zengin oldugu
ortamlarda bulunurlar. Bundan dolayr da insan ya da hayvanlarin mukozal
membranlar1 (meme bezleri, agiz igerisindeki yarik ve bosluklar, kalin bagirsak
ve vajina), bitkilerin ya da bitkisel materyallerin dis kismi, giibreler ve fermente

gidalar gibi degisik ¢evrelerde bulunabilmektedirler (Hammes ve Vogel, 1995).

Lactobacillus tiirleri bir karbohidrat kaynagi varliginda asidik bir ortam
olustururlar (pH 4,0). Bu nedenle ortamda bulunan diger bakteriler bu pH
degerinde 6lmekte ya da cogalmalar1 durmaktadir (Stiles ve Holzapfel, 1997).

Siitte bulunan Lb. gasserii, Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus, Lb.
plantarum, Lb. fermentum’ un da aralarinda bulundugu pek cok tiirii probiyotik

sagaltic1 oneme sahiptir (Holzapfel ve Ark., 1998; Gorbach, 2002).
1.3.4. Streptococcus

Streptococcus luyeleri Gram(+), zincir veya ciftler halinde dizilmis
kiiresel veya yumurta sekilli koklardir (Hardie ve Whiley, 1995). Bazi
Streptococcus tiirleri kapsiilliidiir (Hardie ve Whiley, 1995; Stiles ve Holzapfel
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1997). Fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, katalaz-negatif,
homofermantatiftirler ve karmasik besin gereksinimleri vardir (Hardie ve Whiley,
1995). Bilinen birgok tiirii insan ve diger hayvanlarda parazittir ve bazilar1 6nemli

patojenlerdir.

Streptococcus thermophilus besin fermantasyonunda tek onemli tiirdiir.
Yogurt ve peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak dnemli rol oynamaktadir (Stiles
ve Holzapfel 1997). Anne siitiinde bulunan Streptococcus salivarius saghkl

insanda ag1z boslugunda bulunan 6nemli bir komensal bakteridir.
1.3.5. Staphylococcus

Staphylococcus iiyeleri Gram (+), fakiiltatif anaerob ve katalaz pozitiftir.
Safra tuzlar1 varliginda cogalabilirler. insan, hayvan ve gevresel 6rneklerden sik
sik izole edilebilirler. Insan ve diger organizmalarin deri ve mukoz mebranlarinda
yerlesik olarak bulunurlar. Staphylococcus tiyelerinin biiyiik bir kism1 koagulaz
negatiftir. Koagulaz negatif tiirlerinin patojen olduklar1 saptanmustir ve hastane
enfeksiyonlarinin nedenlerinden birisi olarak vurgulanmistir (Hébert, 1990).
Anne siitiinde bulunan S. aureus’ a bagh mastisit (meme ucu iltihabi) vakalari
cok fazladir (Heikila ve Saris, 2003). Anne siitii mikroflorasinin bir iiyesi
olmasma karsin ortamda gereginden fazla cogaldiginda meme ucu iltihab1 ve
buna bagli bebek enfeksiyonlarina yol a¢maktadir. Bu da diger anne siitii

bakterileri tarafindan inhibe edilmektedir.
1.4. Anne Siitii Bakterilerinin Karakterizasyonu

Anne siitii ile yapilan ¢aligmalar genellikle patojen ve mastisite yol acan
bakterilerle 1ilgili ya da bebek enfeksiyonu vakalarindan yola cikilan
caligmalardir. Anne siitii komensal bakterileri ile yapilan ¢aligmalar ¢ok siirhidir
(Martin ve Ark., 2005). Ge¢mis yillarda yapilan mikrobiyolojik ¢aligmalarda
kullanilan saklanmig siitiin bakterilerin tanimlanmasi i¢in yetersiz oldugu
vurgulanmistir  (Martin  ve  Ark., 2004). Antimikrobiyal anne siitiiniin

bekletildikten sonra bu ©zelligini yitirmesi bunun bir nedeni olabilir. Anne
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siitliniin fermente edilmesi ya da kiiltiire alinmasina dayal1 teknikler anne siitiiniin
dogal endojen floras1 ile ilgili yaniltici sonuclar vermektedir. Siitte kiiltiire
edilemeyen bakterilerin bulunusu, Kkiiltiir i¢in gerekli ortamin tam olarak
saglanamamas1 gibi dezavantajlar bu c¢aligsmalarin giivenilirliginden kusku
uyandirmaktadir. Siitte eser miktarda varolan bazi bakteri tiirlerinin daha fazla
cogalmasmna ve belki de yasama sansi bulamayan baskin tiirlerin gdz ardi
edilmesine neden olmaktadir. Ancak giiniimiizde taze siitle yapilan, kiiltiire
bagimli olmayan c¢alismalarin 6nemi iizerinde durulmaya baslanmistir. Bu tarz
caligmalar bazi bakteri tiirlerinin karakterizasyonunda yetersiz kalsa da anne siitii

mikroflorasinin daha dogru yansitilmas1 bakimindan 6nemlidir.

Mikrofloradaki bakterilerden bazilarmin kiiltiir kosullarmin bilinmedigi
durumlarda mikrofloranin bilinmesi ve saptanmasi icin klasik yontemlerin yani
sira  molekiiler metotlarin  kullanilmas1  olduk¢a Onemlidir. Karmagik
komunitelerde bakterilerin bireysel kimliklerinin ve aralarindaki iliskinin
tanimlanmasinda rRNA ve onu kodlayan genlere dayali metotlar
kullanilmaktadir. Ribozomal RNA’ nin biitiin canli hiicre formlarinda bulunmas:
ve tiim canlilarda protein sentezi gibi temel bir fonksiyonda rol almasi, rRNA
kodlayan genlerin olduk¢a korunmus olmasini gerektirmistir. Ayrica rRNA’ larin
mutasyon oranlar1 organizmalarin evrimsel akrabaliklar1 hakkinda bilgi verir. Bu
baglamda rRNA en kullanigh filogenetik belirteclerden biridir. 16S rRNA, 16S ve
23S rRNA genleri arasinda transkribe edilen ayirict bolge (ITS- Internal
transcribed spacer) saptama ve siniflamada siklikla kullanilmaktadir (Vaughan ve

Ark., 2000).

Bifidobacterium cinsi icerisinde rRNA dizisi yliksek oranda korunmustur
ve karsilastirmali analizi yeterince hassas olmayabilir. Bu nedenle ITS bolgesi
bifidobakterilerin daha detayli analizi i¢in kullanilmaktadir (Leblond-Bourget ve
Ark., 1996). Bu dizi evrensel olarak biitiin bakterilerde bulunur. Ancak nispeten
daha az korunmustur (Barry ve Ark., 1991). Bu da filogenetik bir belirte¢ olarak
giivenirligini smirlar. ITS bolgesi ayn1 bakteri suslarinin arasinda bile degisiklik

gosterebilir (Christensen ve Ark., 2000).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallarin ve oligoniikleotit, ANTP, tampon

ve stok ¢ozeltilerin tarifleri, sirasiyla Ek 1, Ek 2 ve Ek 3’ de listelendi.

Tablo 2.1. Ornekler ve alim tarihleri (Ornek alinan kisiler A, C, D, E, F, N, O, P seklinde

kodlandi.)
Ornek Alm Bebek (Giin) Ornek Ahm Tarihi Bebek (Giin)
Kodu Tarihi Kodu
AS1 10.04.2007 4 CS11 13.11.2007 210 (7 ay)
AS2 27.04.2007 21 DS1 05.04.2007 1
AS3 04.05.2007 29 DS2 17.04.2007 12
AS4 22.05.2007 47 (1 ay 17 giin) DS3 01.05.2007 25
AS5 08.06.2007 63 (2 ay 3 giin) DS4 18.05.2007 42 (1 ay 12 giin)
AS6 21.06.2007 76 (2 ay 26 giin) DS5 06.06.2007 60 (2 ay)
AS7 17.07.2007 102 (3 ay 12 giin) DS6 21.06.2007 75 (2 ay 15 giin)
AS8 09.08.2007 125 (4 ay 5 giin) DS7 18.07.2007 103 (3 ay 13 giin)
AS9 28.08.2007 152 (5 ay 2 giin) DS8 13.08.2007 128 (4 ay 8 giin)
AS10 21.09.2007 175 (5 ay 25 giin) DS9 27.08.2007 142 (4 ay 28 giin)
AS11 09.10.2007 194 (6 ay 14 giin) DS10 18.09.2007 163 (5 ay 13 giin)
AS12 03.11.2007 218 (7 ay 8 giin) ES1 19.03.2007 4
AS13 13.11.2007 228 (7 ay 18 giin) ES2 10.04.2007 25
CS1  10.042007 3 ES3 27.042007 42 (1 ay 12 giin)
CS2 27.04.2007 20 ES4 18.05.2007 63 (2 ay 3 giin)
CS3 04.05.2007 28 ES5 06.06.2007 81 (2 ay 21 giin)
CS4 22.05.2007 46 (1 ay 16 giin) ES6 21.06.2007 96 (3 ay 6 giin)
CS5 08.06.2007 62 (2 ay 2 giin) ES7 17.07.2007 122 (4 ay 2 giin)
CSé 21.06.2007 75 (2 ay 15 giin) ES8 09.08.2007 144 (4 ay 24 giin)
CS7 17.07.2007 101 (3ay 11 giin) ES9 28.08.2007 173 (5 ay 23 giin)
CS8 16.08.2007 130 (4 ay 10 giin) ES10 18.09.2007 193 (6 ay 13 giin)
CS9 15.09.2007 160 (5 ay 10 giin) ES11 15.10.2007 220 (7 ay 10 giin)
CS10 15.10.2007 190 (6 ay 10 giin) ES12 12.11.2007 247 (8 ay 7 giin)
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Ornek Alim Ornek
Kodu Tarihi Bebek (Giin) Kodu Alm Tarihi Bebek (Giin)

FS1 27.04.2007 7 0S1 02.08.2007 4

FS2 04.05.2007 15 082 15.08.2007 17

FS3 22.05.2007 33 (1 ay 3 giin) 0S3 27.08.2007 29

FS4 08.06.2007 49 (1 ay 19 giin)  OS4 18.09.2007 50 (1 ay 20 giin)
FSS5 26.06.2007 71 (2ay21gin) OS5 15.10.2007 77 (2 ay 17 giin)
FSe6 18.07.2007 93 (3 ay 3 giin) 0Se6 24.10.2007 86 (2 ay 26 giin)
FS7 13.08.2007 118 (3 ay 28 giin) OS7 13.11.2007 105 (3 ay 15 giin)
FS8 13.09.2007 148 (4 ay 28 giin) OS8 01.12.2007 122 (4 ay 2 giin)
FS9 15.10.2007 176 (5 ay 26 giin) OS9 27.12.2007 148 (4 ay 28 giin)
FS10 13.11.2007 204 (6 ay 24 giin) OS10 10.01.2008 162 (5 ay 12 giin)
NS1 18.07.2007 2 0OS11 25.01.2008 177 (5 ay 27 giin)
NS2 09.08.2007 23 PS1 13.09.2007 1

NS3 19.08.2007 33 (1 ay 3 giin) PS2 18.09.2007 6

NS4 27.08.2007 41 (layl1l giin) PS3 09.10.2007 28

NS5 18.09.2007 62 (2 ay 2 giin) PS4 10.11.2007 57 (1 ay 27 giin)
NS6 09.10.2007 83 (2ay?23 giin) PS5 28.12.2007 65 (2 ay 5 giin)
NS7 12.11.2007 116 (3 ay 26 giin) PS6 10.01.2008 87 (2 ay 27 giin)
NS8 01.12.2007 134 (4 ay 14 giin) PS7 25.01.2008 105 (3ay 15 giin)
NS9 27.12.2007 160 (5 ay 10 giin) PS8 28.02.2008 138 (4 ay 18 giin)
NS10  20.01.2007 183 (6ay3 gin) PS9 03.03.2008 153 (5 ay 3 giin)

Anne siitiiniin bahsedilen 06zellikleri, mikroflorasinin son derece sinirli
olmasina neden olmaktadir. Bu sinirlh mikroflora izolasyonda cesitli zorluklar
yarattl. Elli mililitre siit 6rneginden PCR i¢in gerekli miktarda bakteri DNA’ s1
Oziitlenemediginden bir kisiye ait Orneklerin tiimii birlestirilerek DNA

izolayonunda kullanild1 ve ancak bu sekilde istenen gen bolgesi ¢cogaltilabildi.
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Tablo 2.2. Ornek alinan annelerin yas, hamilelik sayisi, beslenme ve dogum sekli

cizelgesi
A C D E F N 0 P
Yas 30 25 33 35 28 22 31 25
Hamilelik
Sayisi 1 1 1 4 1 2 4 2
Beslenme pogal Dogal Dogal Dogal
Sekli dedil Dogal  Degil  Dogal Dogal Dogal Degil Degil
Dogum
Sekli Sezaryen Normal Sezaryen Sezaryen Normal Normal Normal Normal

Calismada ornek alinan annelerin, hamileliklerinin baslangicinda yaslari,
hamilelik sayilari, beslenme sekilleri, herhangi bir hastaliklarinin bulunup
bulunmadig1 sorgulanarak kayit altina alindi. Anneler hamilelik ve emzirme
sliresi boyunca beslenme sekilleri ve saglik durumlar1 acisindan siirekli olarak
takip altinda tutuldu. Ozellikle kullandiklar: siit ve siit iiriinlerinin dogal iiriinler
olup olmadiklar1 takip edildi. A,D,O,P kodlu annelerin marketten alinan hazir
gidalarla beslendikleri diger annelerin ise kOy yapimu dogal iiriinlerle
beslendikleri goriildii. Dogal olmayan gidalarla beslenen annelerin digerlerine
gore daha sik kabizlik sorunu ile karsilastiklar1 gozlendi. Annelerin beslenme
sekillerinin fekal ve siitlerindeki mikrofloranin kararligr agisindan Onem

tastyabilecegi goz oniinde bulunduruldu.
2.1.2. Ornekler

Bu calismada, Sivas bolgesinde Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Kadin Dogum Anabilimdali, Kadiburhanettin ve Cayyurt Mahalleleri
Saglik Ocaklari’ndan hamilelik baslangicindan itibaren kontrolii yapilan saglikli
sekiz anne aday1 secildi. Secilen anne adaylarindan her ay fekal 6rnekler aseptik
kosullarda steril plastik kaplar icerisine alindi. Son hacim %20 gliserol icerecek
sekilde steril peptonlu su ¢ozeltisinde homojenize edilerek ikiser ml, 50 ml’ lik
falkon tiipiine ve 2 ml’lik krayo-tiiplere dagitildi. Falkon tiiplerdeki 6rnek DNA
hazirlamada kullanildi; krayo-tiipler -80 °C’de saklandi. A, D ve E kodlu anneler

sezaryen, diger anneler normal yoldan dogum yapmistir. Dogum seklinin
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gozlenmesi ve miimkiin olan en kisa siirede siit aliniminin saglanmasi i¢in dogum
sirasinda bulunuldu. Dogum gerceklestikten sonra aymi sekiz anneden ikiser
haftalik peryotlarla her seferinde yaklasik 50 ml siit 6rnegi, steril kosullar altinda
kisiye 0zel sagma bagliklar1 kullanilarak pompa ile sagildi. Sagilan siit 6rnekleri
5000g’de 30 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriiliip, pelet % 20 gliserol
icerecek sekilde steril peptonlu su ¢ozeltisinde siispanse edilerek bir adet 50 ml’
lik falkon tiipiine ve ii¢ adet 2 ml’lik krayo-tiiplere dagitildi. Falkon tiiptindeki
ornek DNA hazirlamada kullanilip; krayo-tiipler -80 °C’de saklanda.

2.1.3. Total DNA Oziitlenmesi
Siit Orneklerinden Total DNA Oziitlenmesi

Total DNA oziitleri Gramley ve Ark. (1999) tarafindan gelistirilen
yontemin modifiye edilmesiyle hazirlandi. Falkon tiiplerdeki 2 ml ornek 30 ml
NET (50 mM NaCl, 125 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI [pH 7.6]) tamponu
icerisinde siispanse edildikten sonra 5,000 g’de 30 dakika santrifiijleme ile bakteri
hiicreleri ¢oktiiriildii. Hiicre peleti tizerine 400 ul, % 25 siikroz c¢ozeltisi ve bir
kiirdan yardimiyla lizozim konulup, 37 °C’ de 2 saat inkiibe edildi. Hiicre lizati
tizerine 1 mg/ml Proteinaz K (Stok: 20 mg/ml) , 680 ul 1x TE ve 60 ul SDS
konuldu ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Ornek iizerine 200 ul NaCl ve 160 ul
%10’luk setil trimetil amonyum bromiir (CTAB) ¢ozeltisi eklenerek 65 °C su
banyosunda 10 dakika inkiibe edildi. Falkon tiipiindeki ornek iki Eppendorf tiipe
boliindii. Ornek iizerine 1 hacim fenol, 1 hacim kloroform eklenerek, 1 dakika el
ile karistirildiktan sonra 10,000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Ust fazlar yeni
bir falkonda birlestirilerek, 1 hacim izopropanol (%99) eklendi; sonraki
basamaklara tekrar Eppendorf tiiplerde devam edildi. DNA yumag: bir pipet
ucuyla almip, yeni bir tiipe aktarildi; %70 etanolde 10,000 rpm’de 6 dakika
santrifiij yapilarak iki kez yikandi. Yumak olusmadiginda; 6rnek 10,000 rpm’ de
6 dakika santrifiij edilip, pelet 10,000 rpm’de 6 dakika santrifiij edilerek iki kez
yikandi. Alkoliin tamam uzaklastirildiktan sonra, pelet iizerine 50 pl 1x TE
(10mM Tris, pH: 8, ImM EDTA pH: 8) eklenerek DNA ¢oziiniinceye kadar 65
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°C’de inkiibe edildi. Siitten elde edilen peletler ¢ok kiiciik ve ¢ok temiz oldugu
icin RNaz kullanilmad.

Fekal Orneklerden Total DNA Oziitlenmesi

Falkon tiiplerde bulunan 2 ml 6rnek 15 ml TES tamponu igerisinde
siispanse edildikten sonra 1,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek, biiyiik
parcaciklar ¢oktiiriildii. Ust faz yeni bir falkon tiipe alinarak 5,000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilip bakteri hiicreleri ¢oktiiriildii. Hiicre peleti tizerine 800 ul
%?25 siikroz ¢ozeltisi ve bir kiirdan yardimiyla lizozim konulup, 37 °C’ de 1 saat
inkiibe edildi. Hiicre lizat1 iizerine 1 mg/ml Proteinaz K (Stok: 20 mg/ml), 1,360
ul 1x TE ve 120 ul SDS konuldu ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Ornek iizerine
400 pl NaCl ve 320 ul %10’luk CTAB c¢ozeltisi eklenerek 65 °C su banyosunda
10 dakika inkiibe edildi. Falkon tiipiindeki 6rnek dort Eppendorf tiipe boliindii.
Ornek tizerine 1 hacim fenol, 1 hacim kloroform eklenerek, 1 dakika el ile
karistirildiktan sonra 10,000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Ust fazlar yeni bir
falkon tiipe alinarak, 1 hacim izopropanol (%99) eklendi, sonraki basamaklara
tekrar Eppendorf tiiplerde devam edildi. DNA yumag: bir pipet ucuyla almip,
yeni bir tiipe aktarildi; %70 etanolde 10,000 rpm’de 6 dakika santrifiij yapilarak
iki kez yikandi. Yumak olugsmadiginda; 6rnek 10,000 rpm’de 6 dakika santrifiij
edilip, pelet 10,000 rpm’de 6 dakika santrifiij edilerek iki kez yikandi. Alkoliin
tamami uzaklastirildiktan sonra, pelet iizerine 300 pul 1x TE eklenip DNA
¢Oziinlinceye kadar 80 °C’de 20 dakika, -20 °C’de 20 dakika ardisik sicak-soguk
soku uygulandi. Yumak goriilmeyen 6rneklere 1 ul RNaz (100 mg/ul) eklendi ve
37 °C’de bir saat inkiibe edildi.

Ornekler iizerine bir hacim fenol bir hacim kloroform eklenip, 1 dakika
elde karistirildiktan sonra 10,000 rpm’ de 2 dakika santrifiij edildi. Ust faz
tizerine 1 hacim kloroform eklenip, bir dakika karistirildiktan sonra 10,000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Ust faz iizerine 1/10 hacim 5M NaCl eklenip
karistirildiktan sonra iki hacim %99 etanol eklenip tekrar karistirildi ve 10,000
rpm’de 6 dakika santrifiij edildi. Pelet tizerine %70 etanol eklenip, 10,000 rpm’de
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6 dakika santrifiij edilerek iki kez yikandi. Ornek oda sicakliginda hafif nemli
kalacak sekilde kurutulup, pelet iizerine 100 pl 1x TE eklenerek DNA
¢Oziinlinceye kadar 65 °C’de inkiibe edildi.

2.1.4. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA oziitlerinin kalitesi ve miktar1t %0,8’lik agaroz jelde incelendi.
Bunun i¢in; 1,2 gr agaroz, 150 pl 1x TAE tamponunda kaynatilarak ¢oziildii.
Agaroz c¢ozeltisi 40 °C’ye kadar sogutuldu. Sogutmadan sonra 15 pl etidyum
bromiir ¢ozeltisi (10 mg/ml) eklendi. Agaroz jel, jel kasetine dokiildii ve taraklar
yerlestirildi. Jel katilagtiktan sonra taraklar cikartihp 1x TAE tamponu ile
doldurulan elektroforez tankina yerlestirildi. Bes mikrolitre DNA 6rnegi, 1 ul 6x
yiiriitme tamponuyla yiiklendi. Orneklerin yiiklenmesinden sonra 500 ng DNA
molekiiler agirlik belirteci (GeneRuler DNA Ladder Mix, Fermentas, 1 kb) ilk
kuyuya yiiklendi. Elektroforez 50 mA’de 3 saat yapildi ve DNA miktar ve kalitesi

jel dokiimantasyon sisteminde (GeneLine, ABD) incelendi.
2.1.5. 16S rRNA Geninin PCR ile Cogaltimm

Bu metot 16S ribozomal RNA (rRNA) gen bdolgesinin ¢ogaltilmasini

temel almaktadir. Cogaltma i¢in kullanilan primerler sunlardir.
Ileri primer; EGE1: 5-AGAGTTGATGATCCTGGCTC-3"
Geri primer; EGE2: 5"-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3"

Ileri primer 16S rRNA genlerinin 5° ucuna komplementer iken, geri
primer 3’ ucuna komplementerdir. Iki mikrolitre kalip DNA (yaklasik 200 ng)
kullanildi. Cogaltma islemi 5 ul PCR tamponu (Sigma 10x), 3 ul MgCI2 (25
mM), 32 ul steril distile su, 1 pl ileri oligo 10 pmol/ pl, 1 ul geri oligo 10 pmol/
ul, 5 ul dNTP (10x), 0,1 pul Tag DNA polimeraz (Sigma 5 u/ pul) olmak iizere 50
ul toplam reaksiyon hacminde gergeklestirildi. PCR reaksiyonu asagidaki
program kullanilarak gerceklestirildi (Thermo Electron Corp., ABD).
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Adim 1: 5 dakika 94 °C

Adim 2: 1 dakika 94 °C (denatiirasyon)

Adim 3: 1 dakika 58 °C (yapisma) 40 dongii
Adim 4: 1 dakika 72 °C (uzama)

Adim 5: 10 dakika 72 °C (son uzama)
2.1.6. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

Her bir ornekten farkli sayida birlestirilmis halde bulunan PCR fiiriinleri
esit sekilde ikiye boliindii. Daha sonrada tiim tiipler 1x TE tamponu ile 300 pl’ye
esitlendi. Iki hacim kloroform/izoamil (24:1) alkol ¢oziicii eklendi ve karistirilda.
Bundan sonra drnekler 10,000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Sulu faz yeni bir
Eppendorf tiipe alinip, 1/10 hacim 3 M sodyum asetat eklenip karistirildi. Bundan
sonra, 600 pl %99 etanol eklenerek karistirildi. Ornekler 10,000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. DNA peletini elde ettikten sonra, sivi faz uzaklastirildi.
Peletler 500 pl %70 etanolde yikandi. Bes dakika 10,000 rpm’de santrifiijden
sonra, etanol uzaklastirildi ve peletler oda sicakliginda kurumaya birakildi. Son
olarak, peletler baslangigtaki PCR sayisma gore her bir PCR i¢in 10 pl olacak
sekilde 1x TE’ de ¢oziildii. Bu orneklerin yaris1 1/10 hacim sodyum asetat ve 2
hacim %99 etanolde —20 °C’de saklandi.

2.1.7. Cogaltim Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile

incelenmesi

Cogaltilan ve temizlenen PCR iiriinleri %0,8’lik agaroz jelde incelendi.
Yiiriitme i¢in 2 pl ¢ogaltma iiriintine, 3 pl 1x TE tamponu ve 1 pl 6x yiiriitme
tamponu eklendi. Orneklerin yiiklenmesinden sonra 1 ul DNA molekiiler agirlik
belirteci ilk kuyuya yiiklendi. Elektoforez 30 mA’de gerceklestirildi. Cogaltim
triinleri jel goriintiileme sisteminde (DNR Bio-imaging systems) goriintiilendi.

Yaklagik 1,500 b¢ uzunlugundaki hedef gen bolgesinin ¢ogaltildi. Cogaltim
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tiriinleri arasinda karsilagtirmalar yapilarak her birinden kesim i¢in gerekli miktar

hesaplandu.
2.1.8. Restriksiyon Parcasi Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Jel sonuglarma gore her Ornekten alinan cogaltim iiriinleri 1x TE
tamponla 50 ul’ye tamamlandi. Kesim, 10 pl restriksiyon enzim tamponu (10x),
39 ul steril distile su, 50 pl (yaklasik 1 pg) PCR fiiriindi, 1 pl (10 u/ul)
restriksiyon enzimi kullanilarak 100 pl son hacminde gergeklestirildi. Tag 1 ve
Hae 111 restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanildi. Ornekler 6nce Hae 111
enzimi ile 37 °C’ de gece boyunca inkiibe edilerek kesilip temizlendikten sonra
Taq 1 ile kesildi. Taqg 1 enzimi reaksiyon baslangicinda ve 3 saat sonra olmak
izere iki asamada konuldu 6 saat 65 °C’de inkiibe edildi. Ayrica Orneklerin
buharlagsmasini onlemek icin, Orneklerin tizeri mineral yag ile (yaklasik 50 pl)

kapland1. Sonrasinda ise kesim iiriinleri tekrar temizlendi.
2.1.9. Kesim Uriinlerinin Temizlenmesi

Kloroform ile temizleme 2 hacim kloroform/izoamil alkol c¢oziicii
kullanilarak gergeklestirildi. Saflastirmadan sonra, sulu faz 1/10 hacim 3 M
sodyum asetat ¢ozeltisi (pH 5,2) iceren yeni bir Eppendorf tiipe alinip, karistirildi.
ki bucuk hacim %99’luk etanol eklenip, tekrar karistirildiktan sonra 10,000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek sivi faz uzaklastirildi. Daha sonra DNA
peletleri 500 pul %70 etanolde yikandi. Etanol uzaklastirildi ve Ornekler oda
sicaklhiginda kurutuldu. Son olarak, 6rnekler 10 ul 1x TE’de ¢oziindiiriildii.

2.1.10. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

ile Aynistirllmasi

Poliakrilamit jel elektroforezi 35x45x0,4 cm boyutlu camlar arasinda
gerceklestirildi. Camlar iyice temizlenip etanol ile silindikten sonra, jelin
yapismasi istenilen cama silan ¢ozeltisi diger cama ise dimetildiklorosilan ile ince

bir film olusturacak sekilde kaplandi. Poliakrilamit jel icin (%8’lik); 24 ml
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akrilamit ¢ozeltisi, 12 ml 10x TBE ¢ozeltisi, 7,5 ml gliserol, 76,5 ml distile suyla
120 ml’ye tamamland: ve jeli dokmeden hemen 6nce 800 pl %10’luk amonyum
per siilfat ¢ozeltisi, 100 pl tetrametilendiamin (%99) eklendi. Daha sonra jel
dokiilerek iki saat polimerlesmeye birakildi; sonrasinda 2 pl 6x yiikleme
tamponuyla birlikte 4 ul kesim iiriinii ile yiikleme yapildi. Ornekler yiiklendikten
sonra, iki kuyuya 1 pl molekiiler agirlik belirteci yiiklendi (GeneRuler DNA
Ladder Mix, Fermentas, 1 kb). Elektroforez 200 mA’de 30 saat siireyle
gercgeklestirildi.

Elektroforezden sonra DNA bantlar1 Qu ve Ark. (2005) yayimladig:
yontem kullanilarak boyandi. Bunun i¢in jel 2,5 L hacimde %25 etanol, %1 nitrik
asit, %0,2 giimiis nitrat iceren ¢ozeltide 10 dakika tespit ve boyama yapildiktan
sonra, 3 dakika siireyle iki kez distile suyla yikandi. Daha sonra jel DNA bantlar1
goriiniinceye dek, %3 sodyum karbonat, %0,2 formaldehit iceren cozeltide
bekletildi, bantlar belirginlestikten sonra reaksiyon %10’luk asetik asit
cozeltisinde 5 dakika bekletilerek sonlandirildi.

2.1.11. Veri Analizi

Restriksiyon profilleri, bilgisayar ortaminda (Power Mac G4) PAUP
(Pylogenetic Analysis Using Parsimony) programi (Macmillian Distribution,
England) 4.0b10 (Altivec) versiyonu kullanilarak analiz edildi. Bant profilleri 600
b¢ DNA molekiiler agirlik belirtecinden baglayarak asagiya —molekiil agirhigmin
azaldig1 yone- dogru isimlendirildi. Jelde tam olarak goriinmeyen ve ihmal
edilebilir derecede az ve siireksiz bantlar yok sayildi. DNA miktarindan dolay:
bant profilleri tam olarak goriinmeyen K3, OKS, PK3 ornekleri disinda, soldan
saga dogru restriksiyon profilleri bantlarm varligina ya da yokluguna gore;
mevcut bantlar “1”, olmayanlar “0” olarak kodlanarak bir veri matrisi olusturuldu
(Tablo 2.2). Bu veri matrisi UPGMA (unweighted pair-group method using

arithmetic averages) dendrograminda goriintiilendi.
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Tablo 2.3. Molekill agirligina gore yukaridan asagiya dogru degerlendirilen bant
profillerine verilen numaralar ve sagdan sola bant varligina gore kodlanmis veri matrisi.
(K3, OKS5, PK3 kodlu 6rnekler jelde goziikmedigi icin analizlerde goz ard: edildi)

Sira Kod Veri Matrisi

1 B2.51 00000000000000001100000111001100100000100000000000
2 B2.47 00000000000001000000000000000000100000100000000000
3 B2.40 00000000000000000010001000100000000000000000100000
4 B2.29 00000000000100000000000000000000010000010000000000
5 B2.46 00000000000001000000000000000000000000000000000000
6 B2.38 00000000001000000000000000000000000000000000000001
7 B2.31 0000000000000000000001 1000000000000000000000011001
8 B2.35 00000000000000000010001000000000000000100000000001
9 B2.44 10000000100000000000000000000000000000000000000000
10 B2.37 00000000000000000000000000000000000000000000100001
11 B2.39 00000000000000000000001000100000000000000000100001
12 B2.43 10000000000000000000000000000000000000000000000000
13 B2.41 00000000000010100000000000000000000000000100000000
14 Al3 01010110011100000100000011011111101110100000000001
15 B1.2 11001010010001000000001000111000001000000111110001
16 B2.24 01000000010000000000100000000000000000000000001010
17 B2.10 00001010111100001100100001000000000000000111000011
18 B2.21 00000000000000000000000000000000001111100000011000
19 B2.28 00000000000000000100000000000000010010000000100000
20 B2.14 10000010110001000010001000100000010000010000100000
21 B2.4 01001010100001001010001010110000110010110000100001
22 A6 01011110011100100100000011011100011000010000110001
23 B2.17 00000010000001000000001000000001101010100000000000
24 A5 11000010111100000000001111111100000010000000000001
25 B2.9 11001011111100000000101000000000010000000000100011
26 B2.16 00001011100000000000000000000000001010100000000010
27 B2.23 01000000010000000000000000000000000010110000100001
28 B2.33 00000000000000000000001000000000001000000000100001
29 B2.27 1001000000000000001000100000000001 1000000000000001
30 B2.13 00001010000000000000001000100000010000010000000000
31 B2.30 00000000000000000000001000000000010000000000001011
32 B2.49 01001100000000100001000111000001000000000000000001
33 A4 01001000111110011100100111011111101111101111011111
34 Al2 11011110111101000100000011011111101010100000000010
35 B2.45 00000000000001000000000000000000000000000000000001
36 B2.7 01011010001100000100001000000000000000000100100000
37 B2.42 10000000000001000000000000000000000000000100000000
38 B2.15 0000101000000010001000100010100000100000000000001 1
39 Al 11111111111110111101001100010000011000010000011111
40 A3 0100101000111000100011001101 11111111111 11111111111
41 All O1111110111111111101110111011111101111100000000111
42 A9 00001010111110111101101111001101101111101100111011
43 Al0 01011110111100011101100111011111100111100000100001
44 A2 10001011111101111100101011111000111111111111111111
45 B2.32 00001000000000000000001000000000001000010000100001
46 A8 00000010111010011100000111001101100111100100000001
47 B2.36 00000000000000000000101000000000000000000000000001
48 B2.12 00001010111101000011001000100000111000010000100000
49 B2.6 11011010011100101110000000000000000000000000100001
50 B2.5 01011010111101101000101111000000001010000000101111
51 B2.3 01111011110001000010101000100000011000110100111001
52 B2.2 01011000111111000011101000000000011000010000101010
53 B2.11 00001010111101000010000000100000000010000000001010
54 B2.22 00000000000000001000101010000000011000010000100001
55 B2.19 10000010000000000000000000000000000010100000111010
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Sira Kod Veri Matrisi

56 B2.48 00001010000000000000100111011011000000000000000000
57 B2.20 00000000000000000000000000000000001010000100011010
58 B2.18 00000000010000000000000001000000000010100000111010
59 B2.1 01101010110011000001101000000000000000000000111000
60 B2.34 00001000000000000000001000000000000000000000000000
61 B2.8 11001010111110000000100000000000000000000000101011
62 Bl1.1 10001010010001000011111010101011001010011100110001
63 B2.28 10000010000000100000001000000000001010000000000001
64 B2.25 00001000000000100000000000000000001010000000000001
65 A7 01001010111111011100000111001101101111100000001011
66 B2.50 00001000000000010100001111000001100111100000000001
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3. BULGULAR

3.1. Total DNA Oziitleri

Sekil 3.1 ve 3.2° de oziitlenen DNA Orneklerinin kalitesi %0,8’ lik

agaroz jelde kontrol edildi.

M 1 2 3 4 ] ] 7 g

Sekil 3.1. Siite ait total DNA o6rnekleri. M. 1kb Molekiiler Agirlik Belirteci; 1. AS ; 2.
CS; 3.DS; 4. ES; 5. FS; 6. NS; 7. OS; 8. PS.
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Sekil 3.2. Fekal total DNA ornekleri. M. 1kb Molekiiler Agirlik Belirteci; 1. AK6; 2.
CK3; 3. CKS5; 4. EK2; 5. EK3; 6. FK2; 7. FK3; 8. FK4; 9. NK2; 10.NKS.

3.2. 16S rDNA Bolgesinin PCR ile Cogaltimm

Ribozomal RNA (16S) bolgesininin ¢ogaltilmasiyla yaklasik 1500 bg
DNA parcasi elde edildi (Sekil 3.3).

1500

Sekil 3.3. Siit DNA oziitlerinin 16S rDNA gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltimi. M. 1kb
Molekiiler Agirlik Belirteci; 1. AS; 2. CS; 3. DS; 4. ES; 5. FS; 6. NS; 7. OS; 8. PS.
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Sekil 3.4. Fekal DNA oziitlerinin 16S rDNA gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltimi. M. 1kb
Molekiiler Agirlik Belirteci; 1. AKI, 2. AK2, 3. AK3, 4. AK4, 5. AKS, 6. AK6, 7. CK2,
8. CK5, 9. CK6, 10. CK7, 11. DK1, 12. DK2, 13. DK3, 14. EK1, 15. EK2, 16. EK3, 17.
FK1, 18. FK2, 19. FK3, 20. FK4, 21. FK5.

3.3. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

ile Aynistirllmasi

Tag 1 ve Hae 1II ile kesilmis Ornekler %8’lik poliakrilamit jelde
yiriitildii. K3, OKS, PK3 no’lu ornekler jele yiiklenemedigi icin bos

gozitkmektedir. Bu nedenle analizlerde degerlendirmeye alinmadi.
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Sekil 3.5. Tag 1 ve Hae 1II kesim diiriinlerinin %8’ lik poliakrilamit jeldeki
goriintiileri. M) 1kb Molekiiler Agirlik Belirteci. K) 1. K1, 2. K2, 3. K3, 4. K4, 5. K5, 6.
Ke6, 7. K7, 8. K8. A) 1. AKl, 2. AK2, 3. AK3, 4. AK4, 5. AKS, 6. AK6, 7. AS. C) 1.
CKl, 2. CK2, 3. CK3, 4. CK4, 5. CS. D) 1. DK1, 2. DK2, 3. DK3, 4. DS. E) 1.LEK1
2.EK2, 3. EK3, 4. ES. F) 1. FK1, 2. FK2, 3. FK3, 4. FK4, 5. FKS, 6. FK6, 7. FS. N).
1.NK1, 2. NK2, 3. NK3, 4. NK4, 5. NKS5, 6. NS. O) 1.0K1, 2. OK2, 3. OK3, 4. OK4, 5.
OKS5, 6. OS. P) 1. PK1, 2. PK2, 3. PK3, 4. PK4, 5. PKS, 6. PS.
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Sekil 3.6. PAGE’deki siit drnekleri bantlarinin yan yana birlestirilmis goriintiisii. M) 1kb
Molekiiler Agirlik Belirteci. 1. AS, 2. CS, 3. DS, 4. ES, 5. FS, 6. NS, 7. OS, 8.PS.
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3.4. Analiz

KF%
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KF5
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Sekil 3.7. Bant varligina gore kodlanmis veri matrisinin UPGMA dendrograminda
gorlintiisii. A) Kararh bantlar, B1) Yar1 kararh bantlar, B2) Kararsiz bantlar. (K: Kontrol
grubu, F: Anne fekal, S: Siit).
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Restriksiyon profil verileri Tablo 2.2° deki gibi kodlandiginda elde
edilen UPGMA dendrogrami Sekil 3.7° deki gibidir. A, Bl ve B2 olarak
gosterilen gruplar sirasiyla kararh, yar1 kararli ve kararsiz mikrofloray: isaret

etmektedir. Kararli mikroflorayi isaret eden bant profilleri Sekil 3.8” de gosterildi.
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Sekil 3.8. Dendrogramda goriilen A grubu (kararli) bant profillerinin poliakrilamit jelde
goriintiileri.
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Tablo 3. 1. A grubu bantlarin siit, anne fekal ve kontrol 6rneklerinde toplam goriilme
yiizdeleri

Kontrol Sat Feces

Kararh Bantlar (%) (%) (%)
(A13) 14 57 13 46
(A6) 22 71 50 34
(A5) 24 42 38 31

(A4) 33 28 13 89
(A12) 34 85 13 51

(A1) 39 100 50 51

(A3) 40 42 50 77
(A11) 41 85 25 80
(A9) 42 28 38 80
(A10) 43 71 25 63
(A2) 44 42 88 80
(A8) 46 14 13 54

(A7) 65 42 25 63
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Kararli Bantlar - Kontrol
1
:\3 0,8
< 06
© 0.4 0,470—Kontrol
3
> 0,2 0,14
0
14 22 24 33 34 39 40 41 42 43 44 46 65
Kararl Bantlar - Sit
1
:\a 0,8
o 06
R 04
3
> 0,2
0
14 22 24 33 34 39 40 41 42 43 44 46 65
Kararl Bantlar - Feces
! 0,89
= 0,8 ’ 0,770,8 0,8 0,8
o~
[ 0,63 0,63
2 06 0.46 0/510,51 0,54 Fekalle
N 04 ’ .
= , 0,34,31
> 0.2
0
14 22 24 33 34 39 40 41 42 43 44 46 65
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Sekil 3.10. PAGE bantlarina ait goriilme siklig1 grafigi.
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3.5. PAGE Bant Verilerinin SPSS ile istatistiksel Analizi

Arastirmadan elde edilen verilerin analizinde SPSS (SPSS inc. Versiyon
15-Chicago, America) istatistik paket programinda yer alan non-parametrik
testlerden yararlanildi. Bu program yardimiyla veriler iizerinde frekans dagilimu,

ki-kare (%) ve korelasyon analizi uygulandi.

Ki-Kare analizi, frekans dagilimmnin kategorilere dengeli veya esit
ihtimalle dagilip dagilmadigini test etmektedir (Akgiil ve Cevik, 2003). Annelerin
fekal ve siit Grnekleri arasindaki iliskileri test etmek icin * analizi kullamldi. Bu
ornekler arasindaki iligki ile ilgili olan H; hipotezi ve alt hipotezler gelistirildi.

Asagida hipotez ve alt hipotezler gosterilmektedir.
H; = Annelerin fekal ve siitleri arasinda bir iliski vardir.
H,. = A annesinin fekal ve siitii arasinda bir iliski vardir.
H,. = C annesinin fekal ve siitii arasinda bir iligki vardir.
Hq = D annesinin fekal ve siitii arasinda bir iliski vardir.
H,. = E annesinin fekal ve siitii arasinda bir iliski vardir.
H,¢ = F annesinin fekal ve siitii arasinda bir iligki vardir.
Hin = N annesinin fekal ve siitii arasinda bir iliski vardir.
H,, = O annesinin fekal ve siitii arasinda bir iliski vardir.

Hip, = P annesinin fekal ve siitii arasinda bir iliski vardir.

Tablo 3. 2. A annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iligkinin dagilim

Var Yok
A Anne F % F %
Siit 19 14,5 47 85,5
Fekal 112 85,5 284 85,8
Toplam 131 100 63 100

p<0,01(n=462) x’= 0,007 sd= 1 Anlamhlik Seviyesi =0,933
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A annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iliski test edildi; yapilan ki-
kare testi sonucunda anlaml bir iliski bulunamadi. Tablo 1’e gbre, A annenin
fekal ornegi icerisindeki PAGE bantlarmin goriilme siklik oram %85,5 iken bu
oranin siitte %14,5 oldugu goriilmektedir. Diger bir ifadeyle, H,, hipotezi red
edildi.

Tablo 3. 3.C annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iligkinin dagilinmi

Var Yok
C Anne F % F %
Siit 12 18,5 54 20,4
Fekal 53 81,5 211 79,6
Toplam 66 100 264 100

p<0,01(n=330) X2= 0,120 sd= 1 Anlamlilik Seviyesi =0,729

C annenin fekal ve siit 0rnekleri arasindaki iliski test edildi; yapilan ki-
kare testi sonucunda anlamli bir iligki bulunamadi. Tablo 2’e gore, C annenin
fekal ornegi icerisindeki PAGE bant orant %81,5 iken bu oramin siitte %18,5
oldugu goriilmektedir. Diger bir ifadeyle, H,. hipotezi red edildi.

Tablo 3. 4. D annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iligkinin dagilim

Var Yok
D Anne F % F %
Siit 31 50 35 17,3
Fekal 31 50 167 82,7
Toplam 62 100 202 100

p<0,01(n=264), X2= 27,010, sd= 1, Anlamlilik Seviyesi (p) =0,000, C =0,32

D annenin fekal ve siit drnekleri arasidaki iliski test edildi; yapilan ki-
kare testi sonucunda gruplar arasinda 0,01 anlamlilik diizeyinde bir iligki
bulundu. Degiskenler arasinda iliski bulunduktan sonra ki-kare iliski katsayisina
bakilarak iliskinin giicii belirlendi. C ile ifade edilen bu katsayi, bire yaklastikca
iki degisken arasindaki iligkinin giiclii, sifira yaklastikca da zayifladigini
gostermektedir. Ki-kare iliski katsayisia (contingency coefficient) bakildiginda

bu iki degisken arasinda %32’lik nispeten zayif bir iliski vardir. Tablo 3.4’e gore
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D annenin fekal ve siit ornekleri icerisindeki PAGE bant oraninin %50 oldugu

goriilmektedir. Diger bir ifadeyle, H;q hipotezi kabul edildi.

Tablo 3. 5. E annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iligkinin dagilim

Var Yok
E Anne F % F %
Siit 13 20 53 26,6
Fekal 52 80 146 73,4
Toplam 65 100 199 100

p>0,01(n=264), X2= 1,150, sd= 1, Anlamlilik Seviyesi (p) =0,284

E annenin fekal ve siit ornekleri arasindaki iligki test edildi; yapilan ki-
kare testi sonucunda anlamli bir iligki bulunamadi. Tablo 4’e gore E annenin
fekal ornegi igerisindeki PAGE bant oram1 %80 iken bu oranin siitte %20 oldugu
goriilmektedir. Diger bir ifadeyle, H;c hipotezi red edildi.

Tablo 3. 6. F annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iliskinin dagilim

Var Yok
F Anne F % F %
Siit 16 16,7 50 13,7
Fekal 80 83,3 316 86,3
Toplam 96 100 366 100

p>0,01(n=462), X2= 0,561, sd= 1, Anlamlilik Seviyesi (p) =0,454

F annenin fekal ve siit ornekleri arasindaki iligki test edildi; yapilan ki-
kare testi sonucunda anlaml bir iliski bulunamadi. Tablo 5’e gore F annenin
fekal Ornegi igerisindeki PAGE bant oram1 %83,3 iken bu oranm siitte %16,7
oldugu goriilmektedir. Diger bir ifadeyle, H¢ hipotezi red edildi.

Tablo 3. 7. N annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iligkinin dagilim

Var Yok
N Anne F % F %
Siit 15 13,4 51 17,9
Fekal 97 86,6 234 82,1
Toplam 112 100 285 100

p>0,01(n=397), X2= 01,176, sd= 1, Anlamlilik Seviyesi (p) =0,278
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N annenin fekal ve siit drnekleri arasidaki iliski test edildi; yapilan ki-
kare testi sonucunda anlaml bir iliski bulunamadi. Tablo 3.7’ye gére N annenin
fekal Ornegi igerisindeki PAGE bant oram1 %86,6 iken bu oranin siitte %13,4
oldugu goriilmektedir. Diger bir ifadeyle, H;, hipotezi red edildi.

Tablo 3. 8. O annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iligkinin dagilim

Var Yok
O Anne F % F %
Siit 28 50 38 13,9
Fekal 28 50 236 86,1
Toplam 56 100 274 100

p<0,01(n=330), y°= 37,938, sd= 1, Anlamlilik Seviyesi (p) =0,000, C =0,339

O annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iliski test edildi; yapilan ki-
kare testi sonucunda gruplar arasinda 0,01 anlamlilik diizeyinde bir iligki
bulundu. Ki-kare iliski katsayisina (contingency coefficient) bakildiginda bu iki
degisken arasinda %33.9’luk nispeten zayif bir iliski bulunmaktadir. Tablo 7’ye
gore O annenin fekal ve siit ornekleri igerisindeki PAGE bant oraninin %50

oldugu goriilmektedir. Diger bir ifadeyle, H, hipotezi kabul edildi.

Tablo 3. 9. P annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iliskinin dagilim

Var Yok
P Anne F % F %
Siit 39 39 27 11,7
Fekal 61 61 203 88,3
Toplam 100 100 330 100

p<0,01(n=430), X2= 32,372, sd= 1, Anlamlilik Seviyesi (p) =0,000, C =0,313

P annenin fekal ve siit 6rnekleri arasindaki iliski test edildi; yapilan ki-
kare testi sonucunda gruplar arasinda 0,01 anlamlilik diizeyinde bir iligki
bulundu. Ki-kare iliski katsayisina (contingency coefficient) bakildiginda bu iki
degisken arasinda %31.3’ liik zayif bir iligki bulunmaktadir. Tablo 3.9’ a gore P
annenin fekal 0rnegi icerisindeki PAGE bant oran1 %61 iken bu oranin siitte %39

oldugu goriilmektedir. Diger bir ifadeyle, H;, hipotezi kabul edildi.
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Tablo 3. 10. H1 hipotezi ve alt hipotezleri ile ilgili hipotez testi sonuclar1

Hipotezler Kabul/Ret
H; = Annelerin fekal ve siit 6rnekleri arasinda iliski vardir. Ret
H,, = A grubu annenin fekal ve siit 6rnekleri arasinda iliski Ret
vardir.

H,. = C grubu annenin fekal ve siit 6rnekleri arasinda iligki Ret
vardir.

H;q4 = D grubu annenin fekal ve siit 6rnekleri arasinda iliski Kabul
vardir.

H,. = E grubu annenin fekal ve siit 6rnekleri arasinda iligki Ret
vardir.

Hi¢ = F grubu annenin fekal ve siit ornekleri arasinda iligki Ret
vardir.

Hin = N grubu annenin fekal ve siit ornekleri arasinda iliski Ret
vardir.

Hj, = O grubu annenin fekal ve siit 6rnekleri arasinda iliski Kabul
vardir.

Hi, = P grubu annenin fekal ve siit ornekleri arasinda iliski Kabul
vardir.

Tablo 3. 11. Anne siitii 6rnekleri arasinda korelasyon analizi

A C D E F N (0] P
Degiskenler Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
A Grubu 1,00
C Grubu 0,308%* 1,00
D Grubu 0,139 0,343%* 1,00
E Grubu 0,358* | 0,557%*%* 0,450%* 1,00
%
F Grubu 0,109 0,283%* 0,318%* 0,253%* 1,00
N Grubu 0,214 0,307* 0,286* 0,368°%* 0,706%* 1,00
O Grubu 0,131 0,231 0,298* 0,269%* 0,301* 0,412%* 1,00
P Grubu -0,152 -0,007 0,227 0,025 0,039 0,084 0,153 1,00

p<* 0,05; p<** 0,01
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Korelayon Analizi iki degisken arasinda iliski veya bagimlilik olup
olmadigini; var ise yoniinii ve giiciinii gostermek amaciyla kullanilan ¢ok yaygin
bir analiz teknigidir. Korelasyon katsayisi (r), O ile 1 arasinda bir degerdir. Eger
katsay1 1’e yakin ise degiskenler arasinda giiclii bir iliski vardir. Aksi durumda

iligki zayif veya yoktur (Nakip, 2003).

Korelasyon yorumlar1 Nakip’in (2003) gelistirdigi  korelasyon
katsayilarinin iliski dereceleri dikkate alinarak yorumlandi (Tablo 3.12).

Tablo 3. 12. Korelasyon katsayilarimin iligki dereceleri (Nakip, M., 2003)

Korelasyon Katsayisi Iliski Derecesi

0 Iliski Yok

0,01-0,1 Cok Zayif

0,11-0,2 Nispeten Cok Zayif
0,21-0,3 Zayif

0,31-0,4 Nispeten Zay1f
0,41-0,5 Cok Az Zayif
0,51-0,6 Cok Az Giiclii
0,61-0,7 Nispeten Giiglii
0,71-0,8 Giiglii

0,81-0,9 Nispeten Cok Giiglii
0,91-1 Cok Giiclii

Korelasyon tablosuna genel olarak bakildiginda, C annenin siit 6rnegi ile
A, D, E, F ve N annelerin siit ornekleri arasinda iligski test edildi; yapilan
korelasyon analizi sonucunda gruplar arasinda iliski bulundu. Bulunan sonuclar1

kisaca soyledir:

C anne ile A annenin siit ornekleri arasinda iliski test edildi yapilan
korelasyon analizi sonucunda 0,05 Onem diizeyinde anlamli (p=0,012) ve
nispeten zayif (r=0,308) bir iliski bulundu. C anne ile D annenin siit 6rnekleri
arasinda iliski test edildi, analiz sonucunda 0,01 diizeyinde anlamli (p=0,005) ve
nispeten zayif (r=0,343) bir iliski bulundu. Tabloya gore, C anne ile E annenin siit
ornekleri arasinda iligki test edildi, analiz sonucunda 0,01 diizeyinde anlamli
(p=0,000) ve cok az gii¢lii (r=0,557) bir iliski bulundu. Yine tabloya gore, C

grubu ile F annenin siit ornekleri arasinda iligki test edildi; analiz sonucunda 0,05
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diizeyinde anlamli (p=0,021) ve zayif (r=0,283) bir iliski bulundu. C anne ile N
annenin siit Ornekleri arasinda iliski test edildi; yapilan korelasyon analizi
sonucunda 0,05 diizeyinde anlamli (p=0,012) ve nispeten zayif (r=0,307) bir
iliski bulundu.

Tabloya bakildiginda, D annenin siitii ile E, F, N ve O annelerin siitleri
arasinda iliski test edildi; yapilan korelasyon analizi sonucunda gruplar arasinda

iliski bulundu. Bulunan sonuglar asagida kisaca agiklanmaktadir.

D annesi ile E annesinin siitleri arasinda iliski test edildi; analiz
sonucunda 0,01 6nem diizeyinde anlamli (p=0,000) ve ¢ok az zayif (r=0,450) bir
iliski bulundu. D anne ile F annenin siitleri arasinda iliski test edildi yapilan
korelasyon analizi sonucunda 0,01 6nem diizeyinde anlamli (p=0,009) ve
nispeten zayif (r=0,318) bir iliski bulundu. Tabloya gore, D anne ile N annenin
stitleri arasinda iligki test edildi; analiz sonucunda 0,05 diizeyinde anlamli
(p=0,02) ve zayif (r=0,286) bir iliski bulundu. Yine tabloya gore, C anne ile O
annenin siitleri arasinda iligki test edildi; analiz sonucunda 0,05 diizeyinde

anlamli (p=0,015) ve zayif (r=0,298) bir iliski bulundu.

Tabloya gore, E annenin siit 6rnegi ile A, F, N ve O annelerin siit
ornekleri arasinda iligki test edildi yapilan korelasyon analizi sonucunda gruplar

arasinda iliski bulundu. Bulunan sonuglar asagida kisaca dzetlendi.

E anne ile A annenin siit 6rnekleri arasinda iliski test edildi; yapilan
korelasyon analizi sonucunda 0,01 6nem diizeyinde anlamli (p=0,003) ve
nispeten zayif (r=0,358) bir iligki bulundu. E anne ile F annenin siit ornekleri
arasinda iligki test edildi; analiz sonucunda 0,05 6nem diizeyinde anlaml
(p=0,04) ve nispeten ¢ok zayif (r=0,253) bir iligki bulundu. Tabloya gore, E anne
ile N annenin siit 6rnekleri arasinda iliski test edildi; yapilan korelasyon analizi
sonucunda 0,01 6nem diizeyinde anlamli (p=0,002) ve nispeten zayif (r=0,368)
bir iligki bulundu. Yine tabloya gore, E anne ile O annenin siit 6rnekleri arasinda
iliski test edildi; analiz sonucunda 0,05 diizeyinde anlamli (p=0,029) ve zayif
(r=0,269) bir iliski bulundu.
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Tabloya bakildiginda, F anne siit 6rnegi ile N ve O annelerin siit
ornekleri arasinda iligki test edildi; yapilan korelasyon analizi sonucunda gruplar

arasinda iliski bulundu. Bulunan sonuclar asagida 6zetlendi.

F anne ile N annenin siit 6rnekleri arasinda iliski test edildi; analiz
sonucunda 0,01 6nem diizeyinde anlamli (p=0,000) ve gii¢clii (r=0,706) bir iliski
bulundu. Tabloya gore, F anne ile O annenin siit ornekleri arasinda iligki test
edilerek yapilan korelasyon analizi sonucunda 0,05 6nem diizeyinde anlaml

(p=0,014) ve nispeten zayif (r=0,301) bir iliski bulundu.

Tabloya gore, N ve O annelerin siit 6rnekleri arasinda iligki test edilerek
yapilan korelasyon analizi sonucunda gruplar arasinda iliski bulundu. Bulunan

sonug kisaca sOyledir:

N anne ile O annenin siit Ornekleri arasinda iliski test edilip, analiz
sonucunda 0,01 6nem diizeyinde anlamli (p=0,001) ve ¢cok az zayif (r=0,412) bir
iliski bulundu.

Korelasyon tablosunda bulunan diger anne siit 6rnekleri arasinda baska

iliski bulunmamaktadir.

Tablo 3. 13. Dogum sekline gore siit 6rneklerinin karsilagtirilmasi

Degiskenler AD.E C,F.N,O,P
AD,E 1,00
C,F.N,O,P 0,324** 1,00

p<* 0,01

A, D ve E anneleri sezaryen, diger anneler ise normal yoldan dogum
yapmistir. A,D,E annelerinin siit 6rnekleri ile C,F,N,O,P grubu annelerin fekal
ornekleri arasinda iliski test edildi; yapilan korelasyon analizi sonucunda 0,01

onem diizeyinde anlamli (p=0,000) ve nispeten zayif (r=0,324) bir iliski bulundu.

Orneklerin geneline bakilacak olursa; asagidaki grafik kontrol anne fekali,

siitii ve kontrol ornekleri arasindaki iliskiyi gostermektedir.
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Sekil 3.11. Kontrol, anne fekal ve siit 6rneklerinin PAGE bantlariin goriilme sikliklar

grafigi.
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Yukaridaki grafikte bulunan degiskenler arasindaki iligki korelasyon

analizi ile test edildi ve asagidaki tablo olusturuldu.

Tablo 3. 14. Kontrol, anne fekal ve siit 6rneklerinde tiim bantlarin bulunma yiizdelerinin
korelasyonu

Degiskenler K Grubu Tiim Tiim Annelerin
Anne Fekal Annelerin Fekal Ornekleri
Ornegi Siit Ornekleri

K Grubu Anne 1,00

Fekal Ornegi

Tiim Annelerin | 0,311* 1,00

Siit Ornekleri

Tim Annelerin | 0,573%%* 0,117 1,00

Fekal Ornekleri

p<* 0,05; p<** 0,01

Biitiin denek annelerin siit Ornekleri ile kontrol grubu fekal Ornegi
arasinda iliski test edilerek yapilan korelasyon analizi sonucunda 0,05 Onem
diizeyinde anlamli (p=0,011) ve nispeten zayif (r=0,311) bir iliski bulundu. Buna
ek olarak, biitiin denek annelerin fekal ornekleri ile kontrol grubunun 6rnekleri
arasinda iliski test edildi, yapilan korelasyon analizi sonucu 0,01 6nem diizeyinde
anlamli (p=0,000) ve cok az giiclii (r=0,573) bir iliski bulundu. Son olarak, biitiin
denek annelerin siit ornekleri ile biitiin denek annelerin fekal 6rnekleri arasinda,

anlaml bir iligki bulunamadi.
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4. TARTISMA ve SONUC

Gelismis iilkelerde artan teknoloji ve zorlasan yasam kosullar1 pek cok
dogal besin kaynaginin yerine yapay besin maddelerinin kullanilmasina onciiliik
etmektedir. Anne siitii de bunlarin basinda gelmektedir. Giiniimiiz kosullarinda
anneler, uzun caligma saatleri basta olmak iizere pek ¢ok nedenden dolay1 bebek
beslenmesi i¢cin anne siitli yerine yapay bebek mamalarint tercih eder hale
gelmistir. Bu durumun olusmasmda yapay gida kullaniminin geligsmisligin
gostergesi olarak gosterilmesi ve 6zendirilmesi de son derece etkili olmustur.
Yapay bebek mamalar1 anne siitii temel alinarak {iiretilse bile, anne siitiiniin yerini
alamamaktadir. Bu da gelecek nesillerde dogal endojen floranin degismesine,
bunun sonucu olarak da sindirim sistemi hastaliklar1 basta olmak iizere pek ¢ok
hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olacaktir. Bu yiizden, dogru olan, annenin
bebegini kendi viicut salgilarindan olusan, bebegine 6zgii siitiiyle beslemesidir.
Yapilan caliymalar anne siitiiniin pek cok hastalifa yakalanma riskini
diisiirdiigiinii ve daha saglikli bireyler yetismesine yardimci oldugunu

gostermektedir.

Ulkemizin de yer aldig1 gelismekte olan iilkelerde insanlar besin kaynag1
olarak daha c¢ok dogal besinler kullanmaktadir. Ozellikle Sivas’m icinde
bulundugu bolgede bebeklerin anne siitii ile beslenmesi heniiz olduk¢a yaygindir.
Bu agidan ilimiz bu tarz bir ¢alismanin yapilmasi i¢in ¢ok uygundu. Bolgemiz
insaninin hem kendisi hem de bebekleri i¢in dogal besin maddeleri tercih etmesi,
gerek bagirsakta gerekse anne siitiinde dogal endojen bir mikrobiyotaya sahip
olmasini saglamaktadir. Bu mikrobiyotanin da kirsal bolge insani ag¢isindan bir
ornek olusturmast s6z konusudur. Saglikli olmasinin yam sira, ucuz ve kullaniglh
olmas: iilkemiz insani i¢in anne siitiiniin dneminin vurgulanip emzirmenin tesvik

edilmesinde onemli etkenlerdir.

Anne siitiiniin en 6nemli Ozelligi, bebek i¢in gerekli biitiin besin
maddelerini ayn1 anda ve dengeli bicimde igeriyor olmasidir. Mevcut bebek
mamalari, anne siitiiniin yalnizca bir veya birka¢ 6zelligini tasimaktadir. Bunun

da bebekler agisindan yeterliligi tartisilir diizeydedir. Anne siitii bebek i¢in en
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uygun olan ve pek c¢ok farkli bilesigi bir arada bulunduran biyolojik olarak
kompleks bir sividir (Darragh, 2002). Bu bilesiklerin basinda mikroorganizmalar,
bagisiklik saglayan ajanlar, besin maddeleri, iltihabi1 engelleyen bilesenler,
hormonlar, biiyiime faktorleri ve enzimler gibi bilesenler gelmektedir (Hamosh,
2001; Darragh, 2002). Siit, kompleks proteinler, karbohidratlar, lipitler ve
poliniikleotitlerden olusan ve sayisiz koruma faktorleri iceren essiz bir sividir
(German, 2002). Anne siitii icerdigi pek ¢ok besin maddesinden Ote igeriginde
bulunan yararli mikroorganizmalar bakimindan yapay besin maddelerinden
tistiindiir. Daha 6nce de vurgulandigi gibi anne, siit aracilifiyla bebegine siirekli
bakteri aktarirminda bulunmaktadir. Anne siitii mikroorganizmalar1 neonatal
bagirsak mikroflorasinin kompozisyonunun, baglamasi ve gelisiminde onemli bir
faktordiir. Bu da bebek bagisiklik sistemi acisindan son derece onemlidir. Anne,
siitii ile bebegini beslerken, bebeginin organlarimin gelismesini saglamakta hem
de korumaktadir. Ge¢mis yillarda anne siitii ile yapilan caligmalar genellikle
patojen ve mastisite yol acan bakterilerle ilgili ya da bebek enfeksiyonu
vakalarindan yola cikilan caligmalardir. Anne siitii komensal bakterileri ile
yapilan caligmalar ¢ok simirhidir (Martin ve Ark., 2005). Bu yiizden anne siitii,
degerinin belki de ¢ok altinda nitelendirilmistir. Ancak son zamanlarda anne siitii
komensal mikroorganizmalar: ile ilgili calismalar yapilmaya baslanmistir. Bu
essiz s1v1 icerisinde komensal pek ¢ok tiir kesfeldilmis ve de kesfedilmeye devam
edilmektedir. Her bir yeni tiiriin kesfi bu mikroorganizmalarin bazilarinin nereden
koken aldigma iligkin yeni soru isaretlerine yol acmistir. Son zamanlarda daha
onceden vurgulandigi iizere anne siitiinde bulunan mikrorganizmalarin en azindan
bazilarin endojen yollarla maternal bagirsaktan meme bezine tasiniyor
olabilecegine iliskin iddialar giindeme gelmistir (Martin ve Ark., 2004). Bu
iddialar olabilecek igsel rotalar agisindan degerlendirilip incelenmistir. Bu
caligmada, anne siitii mikroflorasinin total olarak parmakizi analizini ¢ikarmak ve
maternal fekal florasi ile karsilastirma yaparak bu tiir iddialara farkli bir bakis

acis1 saglamak amaclandu.

Calismada farkli sosyoekomik diizeyde ve kiiltiirde donorler kullanildi.

Bu donérlerden alinan orneklerle dogrudan total DNA izolasyonu yapildi. Kalin
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bagirsak ve siit mikroflorasinin tayini i¢in, kiiltiire bagimli tekniklerin tercih
edilmemesinin nedeni kuskusuz bu organizmalardan bircogunun kiiltiir kosullar:
hakkinda yetersiz bilgiye sahip olunmasi ve anaerobik gruplarin
cogaltilmasindaki giicliikklerdir. Dogrudan DNA o6ziitleme ile bu sorunlarin

asilmas1 amaglandi.

Siit ornekleri ikiser haftalik peryotlarla ve her seferinde yaklasik 50 ml
slit sagimu ile yapildi. Uzun siire yapilan calismalar sonucunda yeterli DNA elde
edilemedi. Ancak, tiim siit ornekleri birlestirildikten sonra her donore ait tek bir

siit profili elde edildi.

Bir¢cok molekiiler yontem, rRNA ve kodlandig1 genlerin kullanimini esas
almistir. Tim rRNA dizilerinin birincil yapilari, mikroorganizma tiirlerinin
saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in olduk¢a uygun, degisken ve korunmus boliimleri
(domain) igerir (Vaughan ve Ark., 2000). Bu nedenle PCR araciligiyla 16S rRNA
gen bolgesi biitiin bakteri gruplarinin 16S rRNA gen bolgesine 6zgii evrensel
primerler kullanilarak c¢ogaltildi. Daha sonra bu iiriinler 7ag I ve Hae III
enzimleri ile kesildi. Taq I diisiik G+C icerigine sahip gruplar1 tanimlamayi, Hae
III yiiksek G+C icerigine sahip tiirleri tanimlamay1 kolaylastirmaktadir. Ornegin;
bircok enterokok tiiriin tanimlanmasinda Hae III enzimi (Bulut ve Ark., 2005),
Lactobacillus tiirlerinin tanimlanmasinda ise Taq I daha bilgi vericidir (Yavuz ve
Ark., 2004). Iki enzimle birden kesilmis 6rneklerin daha zengin bir bant profili
sergileyebilecegi diisiiniildii. Elde edilen kesim iiriinleri %8’ lik poliakrilamit
jelde yiiriitiilmiistiir. Olusan profiller veri matrisine doniistiiriilerek (Tablo 2.2)
UPGMA dendrograminda goriintiilendi (Sekil 3.7). A ile gosterilen bantlar kararh
bantlar olarak nitelendirildi. Kararli bantlar; kontrol, anne fekal ve siit
orneklerinin biiyiik bir kisminda siireklilik gosteren bant profillerinden
olusmaktadir. B grubu bantlar ise genellikle siireksiz, orneklerin bir kisminda
ortaya cikan, yar1 kararli ya da kararsiz bantlar1 icermektedir. A grubu kararl
bantlar burada onem arz etmektedir. Jel iizerinde de acik¢a goriildiigii gibi, A
grubu bantlar her ii¢ grubun da biiyilk bir kisminda kararhi bir sekilde
goriilmektedir (Sekil 3.8). Tablo 3.1’de bu bantlarin siit, fekal ve kontrol
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orneklerindeki yiizde dagilimi verildi. Ozellikle baz1 bantlar hemen hemen biitiin
orneklerde gozlendi. Ornegin 44 numarali bant siitlerde %88 ve anne fekallerde
%80 oraninda mevcuttur. Aynm1 bant tiim Orneklerin %71.7’sinde vardir (Sekil
3.10). Yine 40, 22 ve 39. bantlar da siit ve fekal orneklerde benzer sekilde varlik
gostermektedir. Sekil 3.10°da jeldeki tiim bantlara ait goriilme sikhig1 grafiginde
kararli bantlar acik sekilde goriilmektedir. Sekil 3.9’da bu kararli bantlara ait
cizgi grafikleri verildi.

Arastirmadan elde edilen sonuglar birden fazla istatistiksel analiz
yontemi kullanilarak elde edildi. Bunun icin SPSS istatistik paket programinda
yer alan non-parametrik testlerden yararlanildi. Non-parametrik analiz,
parametrik olmayan yani karsilastirma yapilacak verilerin birbirine paralel ve esit
sayida olmadig1 durumlarda kullanilan analiz yontemidir. Bu program yardimiyla
frekans dagilimi, ki-kare ve korelasyon analizleri uygulandi. Fekal ve siitler
arasindaki iliskinin analizi i¢in ©ncelikle ki-kare testi uygulandi. Ornekler
arasindaki iligki ile ilgili hipotez ve alt hipotezler gelistirildi (bakiniz Bulgular).
D,O ve P kodlu annelerde istatistiksel acidan nispeten zayif ancak anlamli bir
iliski bulundu (Tablo 3.4., Tablo3.8. ve Tablo3.9). Diger bes fekal ve siit
ornekleri arasindaki PAGE bantlarina dayali benzerlik hipotezleri red edildi. Yani
bu bireylerin fekal ve siit Orneklerine ait PAGE bantlarinin toplam analizi
istatistiksel acidan onem arz edecek bir benzerlik bulamadi. Bunun anlami bu
kisilere ait fekal ve siit 6rneklerin ortak bantlarin bulunmamasi degildir. Ancak,
toplam olarak karsilastirma yapildiginda istatistiksel acidan anlamli ve yeterli
olmamas1 s6z konusudur. Kararl bantlara bakildiginda tiim fekal ve siit ornekleri

arasinda ortak belirli bantlarin oldugu goriilmektedir (Sekil 3.5).

Biitiin annelere ait siit 6rnekleri i¢in korelasyon analizi ile karsilastirma
yapildi (Sekil 3.6). Buradan elde edilen sonuglara gore Tablo 3.11.°de goriildiigii
ve bulgularda vurgulandigi gibi Tablo 3.12°deki iliski derecesi birbirinden farkli
olmak {lizere pek c¢ok annenin siitleri arasinda istatistiksel acidan anlamlh
benzerlikler bulundu. Bu benzer bantlar jelde de gozle goriilebilir niteliktedir

(Sekil 3.6).
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Dogum sekillerine gore gruplandirma ile yapilan korelasyon analizinde,
sezaryenle dogum yapan A, D, E kodlu annelerin siitleri ile normal yoldan dogum
yapan C, F, N, O ve P annelerinin siitleri arasinda nispeten zayif sayilabilecek bir

iliski bulundu (Tablo 3.12).

En sonunda tiim annelere ait fekal Ornekler, siit 6rnekleri ve kontrol
grubu Orneklerinde herbir bandin bu ii¢ gruptaki yiizdeleri alinarak korelasyon
analizi yapildi. Tiim bantlarin yiizdelerinin korelasyonundan elde edilen sonug:
anne fekal ve kontroller arasinda az giiclii, kontrol ve siit arasinda nispeten zayif
iliski bulundu; anne fekal ve siit Ornekleri arasinda toplamda bir iliski
bulunamadi. Bu korelasyon testine ait goriilme siklig1 grafikte gosterildi (Sekil

3.11).

Bu analizlerden yola cikarak biitiin annelerin siit ornekleri goz Oniine
alindiginda; hem kisiden kisiye degisen hem de ortak bir anne siit mikroflorasimin
varligindan soz etmek miimkiindiir. Annenin beslenme sekli, yasadigi cevre,
gecirdigi  veya gecirmekte oldugu hastaliklar burada olusabilecek flora
farkliliklarinda etkendir. Ancak gozle goriiliir sekilde her annenin siitiinde olan,
kesinlikle birbirini tamimayan ve farkli ortamlarda yasayan kisiler arasinda
yapilan ikili karsilastirmalarda tamamen ayni1 olamamakla birlikte benzerlikler
oldugu aciktir. Dogum sekilleri farkli olsa bile (sezaryen veya normal dogum) siit
orneklerine ait bazi ortak bantlar bulundu. Bu bulgu anne siitiiniin dig
etmenlerden etkilenmeyen, kendi icinde dogal bir mikroflorasinin varligina isaret

edebilir.

Annelerin fekal 6rnekleri ile siit 6rneklerine bakildiginda bazi annelerde
zayif da olsa benzerlikler goriildii. Ancak, tiim anne fekal ve tiim siit 6rnekleri iki
ayr1 grup olarak karsilastirildiginda bu zayif benzerligin kayboldugu gozlendi.
Buna fekal 6rneklerde bulunan bakterilerin ¢ok sayida ve cesitli, siittekilerin ise
daha smirli olusu neden olmus olabilir. Kararli bantlar icin anne siit ve fekal
ornekleri arasindaki benzerlikler aciktir. Buradan yola ¢ikilarak; anne fekal

bakterilerinin icsel bir rota izleyerek siite tasinimi ne kabul edilebilir ne de
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reddedilebilir. Anne kalinbagirsagindan siite tasinim s6z konusu olabilir ancak bu

tasimim sinirl ve sadece birkag tiir i¢in gecerli olabilir.

Kontrol ile annelere ait ornekler karsilastirildiginda az giiclii bir
benzerlik bulundu. Her ikisi de fekal ornek olmasma karsin gozlemlenen
farkliliklar kisilerin yasam sekillerinin veya hormonal degisime bagli olarak

hamile bireylerde belirli flora degisikliginin bir sonucu olarak degerlendirilebilir.

Dogal besin maddeleriyle, 6zellikle ev yapimu siit iiriinleri ile beslenen
annelerde daha kararli ve diizenli bir bant profili oldugu yapilan caligmada agikca
gozlendi. Yapay gidalarla ve marketten alinan hazir {iriinlerle beslenen kisilerin
basta kabizlik olmak iizere daha sik bagirsak problemleri ile karsilastiklari
goriildii. Ayrica bu kisilerin bant profilleri digerleri ile karsilastirildiginda son
derece kararsiz ve ¢esitli oldugu gézlemlendi (Tablo 2.2). Annelerin siirekli takip
altinda tutulmasi pek c¢ok acidan degerlendirme yapilmasina olanak saglamstir.
Yapay gidalar1 ¢ok tiiketen, siit ve siit iirlinlerince fakir bir beslenme sekli olan
kisilerin hamilelikleri siiresince ¢ok fazla kabizlik sorunu yasadigi ve dogum
sonrasinda ise ayni sorunun bebeginede yansidigir gozlendi (O,P). Bu kisilerin
bant profillerine bakildiginda diger annelerden ¢ok farkli kararsiz ve cesitli bir

profile sahip oldugu gozlenmektedir.

Anne siitii ile yapilacak caligmalar gelecek kusaklarin daha saglikh
olmalarma yardimci olacaktir. Anne siitii ile yapilan bu ve benzeri c¢alismalar,
gelecek daha ileri arastirmalart cesaretlendirmelidir. Bu sayede anne siitii
bakterilerinin orijinin bulunarak; bebek bagirsak mikrofloras: yararli bakteriler
yoniinde modiile edilebilir. Ciinkii bebek bagirsak mikroflorasi, 6zellikle ilk aylar
boyunca, anne siitiiniin bir yansimast seklindedir. Calismalar anne fekal
bakterilerinin bebek bagirsagina gecis yolu olarak iddia edilen gobek kordonu ve
amniyotik siv1 bakterilerini de kapsayacak sekilde genisletilebilir. Boyle bir gecis
yolunun arastirilmasi, tastyict olarak vurgulanan dendritik hiicrelerin, bunlarin
komensal bakteriler ile arasindaki iliskilerin calisiimasii da gerektirmektedir.

Tez kapsaminda yapilan calismalara total bebek bagirsak mikroflorasinin
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analizleri de eklenecek ve anne, siit ve bebek {i¢cgeninin tanimlanmasi

saglanacaktir.
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7. EKLER

Ek 1. Kimyasallar

No Kimyasal Kod

1 Hae 11 Fermentas ER0701
2 Taq 1 Fermentas ER0671
3 Lizozim Applichem A4972
4 Rnaz Applichem A3832
5 Pepton Merk 107213

6 Tetrametilendiamin (TEMED) Merk 1107320

7 dNTP Set Fermentas RO181
8 B-Merkaptoetanol Merk 444203

9 Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) Merk 324503

10 [zopropanol Merk 818766

11 Sodyum Asetat Merk 567418

12 Tris Sigma 93362

13 Sodyum Klortir Merk 567441

14 Gliserol Merk 356352

15 Borik Asit Merk 203667

16 Glasiyel Asetik Asit Merk ACS003

17 Izoamilalkol Merk 818969

18 Formaldehit Merk 344198

19 Kloroform Merk 822265

20 Etanol Merk 107017

21 Sukroz Amresco 0335

22 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Amresco 0227

23 Agaroz Bioron 604001

24 Bromfenol Mavisi Amresco 0449

25 Etidyum Bromiir Amresco 0492

26 Glimiis Nitrat Applichem A3944
27 Akrilamit Sigma A9099

28 Bisakrilamit Applichem A3636
29 3-(Trimetilsilil)propil metakrilat Sigma M6514

30 Amonyum Per Siilfat Applichem A2941
31 Nitrik Asit Merk NX0412

32 Sodyum Karbonat Merk 106392

33 Tag DNA Polimeraz Fermentas EP0402
34 Mineral yag Applichem A2135
35 Formamit Merk 344205

36 Setil Trimetil Amonyum Bromiir (CTAB) Biochemica A6284
37 8-Hidroksikinolin Sigma H6878

38 Dimetildiklorosilan Applichem A1655




70

Ek 2. Oligoniikleotitler Restriksiyon Enzimleri ve dNTP
1. Ege 1 Primeri

EGE 1: 5-AGAGTTTGATGATCCTGGTCG -3°

Iki ug/ml stok ¢ozelti elde etmek igin, 293,3 pg EGE 1 150 ul steril
distile su icerisinde ¢oziindiiriildii. 5,6 pl stok soliisyonu 94,4 ul steril distile
suyla karigtirildi. Boylece 100 pl, 10 pmol/ul kullamilan ¢ozelti elde edildi.
Kullanilan ve stok ¢ozeltileri -20 oC’ de sakland:.

2. Ege 2 Primeri

EGE 2: 5"- CTACGGCTACCTTGTTACGA -3

Iki pg/ml stok cozelti elde etmek igin, 498,2 ug EGE 2 200 ul steril
distile su icerisinde ¢oziindiiriildii. 4,9 pl stok soliisyonu 95,1 ul steril distile
suyla karigtirildi. Boylece 100 pl, 10 pmol/ul kullanilan ¢ozelti elde edildi.
Kullanilan ve stok ¢ozeltileri -20 °C’ de sakland:.

3. Taq 1

5- TVCGA -3

Hae 111

5-GG vCC -3

4. dANTP (10x)

Her 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’ den 10 ul alinarak, 460 pl
steril distile su eklendi ve karistirildi. Boylece her biri i¢in 2 mM konsantrasyon

elde edildi.
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Ek 3. Tamponlar ve Stok Cozeltiler
1. 1 M Tris-HCI (pH 8)

Tris (121,1 g) 800 ml distile suda ¢oziindiiriildii. pH, konsantre HCI ile
8,0’ ye ayarlandi, hacim distile suyla 1000 ml’ ye tamamlandi. Cozelti 121°C’ de
15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

2. EDTA (0,5 M, pH 8)

EDTA (186,12 g) 800 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH, 10 N NaOH
ile 8,0’ e ayarlandi1. Cozelti 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3. 50x TAE

Tris (242 g) distile suda ¢oziindiiriildii. Sonra, 57,1 ml glasiyel asetik asit
ve 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8) eklendi. Hacim 1000 ml distile suyla 1000 ml’ ye
tamamlandi. Cozelti 121°C” de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

4. Sodyum Kloriir (5 M)

NaCl (292,2 g) distile suda c¢oziindiiriillerek, hacim 1000 ml’ ye
tamamlandi. Cozelti 121°C” de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

5. Sodyum Asetat Cozeltisi (3 M, pH 5.2)

Sodyum asetat (408,1 g) 800 ml distile suda c¢oziindiiriildii ve pH
glasiyel asetik asitle 5,2’ ye ayarlandi. Hacim distile suyla 1000 ml’ ye
tamamlandi. Cozelti 121°C” de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

6. TE (40x)

Tris-Cl1 (100mM, pH 8)
EDTA (10mM, pH 8)

Cozelti 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
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7. CTAB/NaCl (0,7 M NaCl icerisinde %10’ luk CTAB)

NaCl (4,1 g) 80 ml su icerisinde ¢oziindiiriildii. Karistirarak yavas yavas
10 g CTAB eklendi. Eger gerekliyse karisim 65 °C’ ye kadar 1sitild1 ve son hacim
100 ml” ye tamamland:.

8. SDS (% 10)

SDS (10 gr) 80ml distile suyla 68°C’ de 1sitilarak ¢oziindiiriildii, HCl ile
pH 7,2’ ye ayarland1 ve son hacim distile suyla 100 ml’ ye tamamland.

9. Sukroz Cozeltisi (% 25)

Sukroz (25 gr) bir miktar 1x TE’ de ¢0Oziindiiriildii ve hacim 1x TE ile
100 ml” ye tamamlandi.

10. Fenol

[k olarak, fenol +4 °C’ den cikarilip, oda sicakligina kadar 1sitild1 ve 68
°C’ de eritildi. Son konsantrasyon %0.2 olacak sekilde hidroksikinolin eklendi.
Daha sonra esit hacimde 0,5 M Tris HCI (pH 8) eklenerek, karisim 15 dakika
karistirildi, iki faz olusmasi beklendi. Ust faz ayirma hunisiyle uzaklastirild: ve
fenol iizerine esit hacimde 0,1 M Tris HC1 (pH 8,0) eklendi. Karisim tekrar 15
dakika karistirildiktan sonra iist faz uzaklastirildi. Oziitlemeye fenolik fazin pH’1
7,8 den biiyiik oluncaya kadar devam edildi. PH, pH kagidi kullanilarak ol¢iildii.
PH dengelendikten ve son kez iist faz uzaklastirildiktan sonra, 0,1 M Tris HCI’
den (pH 8) 0,1 hacim eklendi. Karigim pargalara ayrilarak -20 °C’ de sakland1.
Fenol, kullanmadan 6nce oda sicakligina kadar eritildi, %0,1 B-merkaptoetanol

eklendi.
11.  Kloroform izoamil Alkol (24:1)

Kloroform (96 ml) 4 ml izoamil alkolle karistirild.
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12.  Akrilamit Cozeltisi (%40)

Akrilamit (38,93 gr) ve 1,06 gr bisakrilamit bir miktar distile suda

¢Oziindiiriildiikten sonra, 100 ml’ ye tamamland1.
13. TBE (10x)

Tris (54 gr), 22,5 gr borik asit ve 4,1 gr EDTA bir miktar distile suda

¢Oziindiiriildiikten sonra, 500 ml’ye tamamlandi.
14. TES Tamponu

Bes mililitre 1 M Tris, Iml 5 M NaCl, 1 ml 0,5 M EDTA distile suyla
100 ml” ye tamamlandi.

15. NET Tamponu

Iki buguk mililitre 5SM NaCl, 12.5 ml 1 M Tris, 62.5 ml 0.5 M EDTA
distile suyla 250 ml’ ye tamamlanda.

16.  Etidyum Bromiir Stok Cozeltisi (10 mg/ml)
Etidyum bromiir (0,5 g) 50 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
17.  DNA Molekiiler Agirhk Markorii Diliisyonu

Alt1 pikrolitre markor, 6 pl yiikleme tamponu ve 49 pl distile su
karistirilarak 100 ng/ ul konsantrasyon elde edildi.

18. TBE Jel Yiiriitme Tamponu (6x)

Alt1 mililitre gliserol, 2 ml 10x TBE ve 12 ml distile su karistirildi,
yeterli rengi elde etmek icin bir kiirdan yardimiyla brom fenol mavisi eklendi.

Agaroz jel icin TAE tamponuyla hazirlanan yiiriitme tamponu kullanildi.
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19.  Amonyum Per Siilfat (% 10’luk) Cozeltisi

Amonyum per siilfat (0,1 gr) tartilmig, 1000 pl distile suda ¢oziildii.
Taze olarak kullanild1.

20.  Silan Cozeltisi

Absoliit etanol (950 ul), 5 ul glasiyel asetik asit ve 2 pl 3-(Trimetilsilil)
propil metakrilat 4 Eppendorf tiipte taze olarak hazirlanarak kullanildi.



