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GIRIS VE AMAC

Fetiisiin dogumdan o&nce steril oldugu, bagirsak, solunum yolu ve cildinde
mikroorganizma bulunmadigi, dogum siireciyle birlikte yenidoganin mikroorganizmalarla
temas kurmaya ve florasini olusturmaya bagladig: fikri yakin zamana kadar tizerinde hemfikir
olunan bir diisinceydi. Ancak son arastirmalar ile fetal kolonizasyonunun intrauterin
donemde baslayabilecegi belirtilmistir (1,2).\

Dogum sonrasmnda yenidogan bagirsak florasmm olusum ve gelisim siireci,
florada saptanan mikroorganizmalarin say1 ve g¢esitliligi, mevcut floranin bireyin ileriki
yasamina etkisi ve mikroflora gesitliligini etkileyen ogeler birgok arastirmaya konu olmustur

Yakin zamana kadar anne siitii steril olarak biliniyordu. Cesitli calismalarda anne
stitiinde mikroorganizmalarin tespit edilmesi, bu konuya giderek artan bir ilgi uyandirdi. Anne
siitii, formula veya karigik beslenen yenidoganlarin bagirsak florasi konusunda yapilan
calisma sayisi ise son zamanlarda giderek artmaktadir. Calismalarda anne siitii igerigindeki
mikroorganizmalar siklikla kiiltiirel yontemlerle incelenmis olup, anne siitii bakteriyel
gesitliligine yonelik yapilan molekiiler genetik calismalarda ise kiiltiirli yapilamayan
bakteriler saptanmig ve bu bakteri genomlar1 yenidogan bagirsak florasindan da izole
edilmistir. Ancak, anne siiti ve yenidogan gaytasinin es zamanli molekiiler yontemler ile
incelendigi caligma sayisi son derece sinirlidir (6,7).

Floraya etki eden faktorleri belirlemek amaciyla }ﬂapllan calismalarda siklikla

beslenme, dogum sekli, hastanede yatis, prematiirite, antibiyotik alimi, gelismislik diizeyi

degerlendirilmistir (6). Ozellikle beslenmenin etkisinin incelendigi calismalarda, yakin

zamana kadar steril olarak bilinen anne siitiiniinde kommensal bakterilerin saptanmasi sonucu,
anne siitliniin besleyiciliginden ¢ok koruyucu etkisine dikkat ¢ekilmistir (7). \

Intestinal floray1 etkileyen degiskenler sadece florayla iliskileri ile degil, ayni

zamanda olgunun hayatinda gelisebilecek atopi (8),

calismalarda bahsedilen kronik hastaliklarm, yenidogan déneminde edinilen intestinal flora
etkisiyle mukoza kaynakli immiin sistemi dogru veya yanlig tetiklemesi neticesinde ortaya

ciktig1 belirtilmistir (8,9).
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Yenidogan déneminde dengeli bagirsak florasinin anlami, kommensal bakterilerce

zengin anaerob bakterilerden olusan flora anlamina gelir ki bu bakterilerin en 6nemlileri

Bifidobacterium, Lactobacillus ve Lactococcus’lardir (10). \Floramn Clostridium veya

Bacteriodes grubu bakteriler ile diizensiz kolonizasyonlar1 siklikla dogal yasama aykiri
durumlarda goriilmektedir. ]Anne siitii yerine formiil mama alan, vajinal yol yerine sezaryen
ile dogan, ¢ok gelismis tilkelerde sehirde ve siki hijyenik kurallara bagli yasayan olgular
ozellikle dogum sonrasi ilk haftalarda edindikleri yanlis flora ve bu floranin getirecegi

sonuglarla émiirleri boyunca yasamak zorunda kaldig1 ileri siiriilmiistiir (6,11).

bakis agist sundugu belirtilmistir. Ciinkii eriskin yani matiir tip floraya sahip olan bagirsakta
bulunan yaklasik 10' bakterinin %60-80'ni kiiltiirii yapilamayan bakteriler olusturmaktadir.
Cogunlugu mutlak anaerob ve fakiiltatif anaerob tiirlerden olusan bu populasyonun kiiltiirel
calismalarda viabilitesini kaybettigi ve flora arastirma sonuglarini kisitladig iddia edilmistir

Kiltiirel ¢alismalardaki bu yetersizlik, arastiricilar1 alternatif yontemler
uygulamaya yonlendirmis ve giiniimiiz gelisen teknolojisiyle birlikte molekiiler yontemler

daha sik kullanilmaya baglanmugtir. Genetik ¢aligmalarda en sik tercih edilen ydntemler

Floresan In Situ Hibridizasyon (Fluorescence In Situ Hybridization=FISH) (14),

(Temperature

Polymerase Chain Reaction=Q PCR) (18) olup, 16S rRNA disinda belirtilen metodlarda

maliyetin diisiik olmasi nedeniyle olgu sayilar1 fazla olsa da, ayritili taksonomik siniflama

yapilamamakta ve ¢ogu zaman tanimlayici 6zgiin kiiltiir yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir

Bu c¢alismada amacimiz; hasta ve saglikli term yenidoganlarin gayta ve anne siitii
bakteri dagiliminin molekiiler yontemler ile tespit edilerek anne siitii ve ¢evresel etkenlerle
yenidogan bagirsak florasinda ilk haftada olusan kolonizasyon degisikliklerinin

belirlenmesidir.
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GENEL BIiLGILER
1. INSAN BAGIRSAGI VE BAGISIKLIK

Bagisiklik sisteminin esas gorevi, bireyi zararli mikroorganizmalar ve zedeleyici
etkenlere karsi korumaktir. Ek olarak, tiimor hiicre yayilim ve gelisimini de engeller. Bu
savunmay1 yaparken dikkat edilmesi gereken anahtar nokta, bireyin kendine karsi
olusabilecek bagisik yanitlarin diizenlenmesidir (23).

Bagisiklik sisteminin viicuttaki en genis dagilim gosteren komponenti, mukozal

bagisiklik sistemidir. Bagirsak iliskili lenfoid doku (Gut Associated Lymphoid Tissue

olusturan lenfoid doku (Peyer Plaklari), lamina propria ve epitelyal kompartmanlar1 iceren

etkin kisimlardan meydana gelir. Lenfoid iliskili dokuyu olusturan M hiicreleri, kiigiik

molekiillerden 6rnekler toplayarak bagirsak limeninden organize lenfoid dokulara tasir (25).\”,,,.»“

Koruyucu mukozal cevaplarm gelisimi agisindan yabanci maddelerin M hiicreleri tarafindan
taginmas1 hayati olsa da, mukozaya direkt giris yolu olusturmasi itibariyle epitelyal bariyerin

zayif noktasidir (24,26) (Sekil 1). \
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Sekil 1. intestinal bakterilerin bagisikhk sistemi hiicrelerince kontrolii (12)
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Bagirsaklardaki yabanci antijenlerin en genis kismuni gidalar ve kommensal
bakteriler olusturur. Bagirsak mukozasi mikrocevre ile yakin temastadir. Simbiyotik
ekosistemdeki 450’den fazla mutualist ve kommensal mikroorganizma ile opurtunistik ve
zorunlu patojeni barmdirir. Sindirim sistemi, basta patojenler olmak iizere tiim bu

mikroorganizmalari smlrlar\ 7.

Yabanci antijenlere kargt memeli savunmast dogal ve kazanilmis bagisiklik ile

silahlandirilmistir. [Dogal bagisiklik sistemi multiselliiler mikroorganizmalara karsi saatler
icinde cevap verecek sekilde gelismisken, kazanilmis bagisiklik sistemi antijene O6zgiin

cevaplari birkag giinde olusturur (23,29)L

1.1. Dogal Bagisiklik Sistemi

Dogal bagisiklik sistemi savunmasi, fonksiyonel olarak birka¢ diizeyde
tanimlanir. Ilk diizey mekanik, kimyasal ve mikrobiyolojik bariyerleri igerir. Mekanik
bariyerler respiratuar ve gastrointestinal bdlgeden sekrete edilen mukus olup invaziv
mikroorganizmalara kars1 fiziksel bariyer olusturur. Cilt tarafindan sekrete edilen
antimikrobiyal peptidler, bagirsak ve solunum sistemi epiteli, midedeki diisik pH ve
proteazlar da kimyasal bariyerlere diger drneklerdir (23).

Bagirsaklarda bulunan kommensal bakteriler, konakla beraber gelisim gosteren
salgiladiklar1 antimikrobiyal faktorler ve gerekse de istenmeyen bakterilerin gelisim ve
¢ogalmasi i¢in yarismali inhibisyon uygulamalariyla konak savunmasi igin gigli bir
bariyerdir (29).

Wﬁcuda giren mikroorganizmalar dogal bagisiklik hiicreleri ve mekanizmalari
tarafindan hizlica taninir, ayrica bagisik yanitin diger seviyelerinin de uyarilmasini saglar
sitokinler, kemokinler, dogal 6ldiiriicii hiicreler (Naturel Killer = NK) ve dentritik hiicreler ve

bu hiicrelerin membrana baglanma reseptorleridir (23).
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NK hiicreleri, ciddi doku hasarina neden olabilecek bir¢ok tiimér ve mikrobiyal
enfeksiyonun gelisimini baskilar. IFN-y benzeri efektor sitokinlerin hizlica salmimini

saglayarak sitotoksisiteye neden olur ](23). \

Dentritik hiicreler ise kalipp tanimlama reseptorleri (Pattern Recognition
Receptos=PRRs) olarak adlandirilan yiizey reseptorleri ki bunlarin iginde en dnemlisi Toll
like reseptorleridir, bircok mikroorganizmada yer alan patojen iligkili molekiiler kalip

(Pathogen Associated Molecular Patterns = PAMPs) adi verilen yiizey reseptorlerini tanir ve

baglanir (32). Bu yapilar mikrop iliskili molekiiler kaliplar (Microbes Associated Molecular

Patterns = MAMPs) adiyla patojenik olmayan kommensal mikroorganizmalarin hiicre
yiizeyinde de bulunur. invaziv patojen veya toksin maruziyeti sonrasinda biiyiik miktarlarda
iretilen tanimlama molekiilleri dogal bagisiklik sisteminin hizlica aktive olmasini saglar.
Major fagositik hiicre olan makrofajlara PRRs molekiillerinin baglanmasiyla hiicresel
aktivasyon saglanir, sitokin salimimi ve diger fagositer hiicrelerin aktivasyonu ile sonradan
gelecek olan mikroorganizmalar yok edilebilir. Bu baglanma bir kez gerceklestiginde, artik
hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik sistemi, invaziv mikroorganizmalar veya toksik
ajanlara karsi Ozgiin cevaplar olusturur. Kommensal bakteriler, probiotikler ve patojen

bakterilerde bulunan yiizey molekiillerindeki kiiciik degisiklikler konagin son cevabini
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Sekil 2. Bakteriyel stimuluslara hiicresel cevaplar (33)
1.2. Kazamilms Bagisikhik Sistemi

Kazanilmis bagigiklik sisteminin ana elemant olan lenfositlerin cevaplari
kendilerini uyaran mikroorganizmalara karsi yiiksek diizeyde 6zgilinliik gosterir. Kazanilmis
bagisik yanitin anahtar ozelligi, immiinolojik hafizaya sahip uzun Omirlii hiicreler
icermesidir. Bagisiklik yaniti, B ve T hiicrelerin fonksiyonel ozellikleri ve antijene 6zgiin
yiizey reseptorleri araciligi ile gergeklesir. B hiicreleri, plazma hiicrelerine doéniiserek
karakteristik antikorlarini tretir. Mikroorganizmanin antikorlar ile baglanmasi sonucu
etkisizlesmesiyle beraber hem konak hiicreye saldirmasi onlenir, hem de kompleman
proteinleri aktive olur. Ayrica mikroorganizmanin fagositlerce yok edilmesi saglanir (23).

intestinal bakteriler, epitelyal hiicreleri uyararak sitokinler ve antijen
proliferasyonu indiikleyici ligand (Antigen Proliferation Inducing Ligand=APRIL) denilen

proliferasyon indiikleyici ligand iiretimine neden olur. Bu sayede T hiicre aracilig1 ile B
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B hiicrelerinin aksine T hiicreleri sadece antijen sunan hiicrelerce (APCs) islenen
antijenleri taniyabilir. Antijenleri ylizeylerinde bulunan major histokompatibilite proteinleri
(MHC) araciligi ile tanir. T hiicreleri her biri 6nceki immiin cevaplarini repertuarinda tagiyan
birtakim alt gruplara ayrilmistir. Yardimer T hiicreleri (Th) hem humoral hem de hiicresel
immiin cevaplar1 aktive ederken, sitotoksik T hiicreleri (Tc) tiimdr hiicrelerince isgal edilmis
veya intraselliller mikroplarca enfekte olan hiicrelere sitotoksik etki eder. T hiicre alt
populasyonunda, olugmus immiin yanitlar1 baskilayan diizenleyici T hiicreleri (Treg) de
bulunmaktadir. Genel olarak Th1 lenfositler hiicresel immiinite i¢in ¢alisirken Th2 lenfositler
humoral ve alerjik yanitlar1 destekler. Thl hiicreler viriislere ve makrofaj iginde yerlesen
bakterilere karsi IFN-y iiretimi ve Tc aktivasyonu ile sitotoksik etki gosterir. Th2 lenfositler
ise hiicre dig1 parazitlere kars1 etkili olan IL-4, IL-5 ve IL-13 iiretimini gergeklestirir. Yapilan
calismalarda Th1/Th2 oranindaki degisikliklerin T hiicre farklilasmasinda etkili oldugu
gosterilmistir. Otorler, T hiicre farklilagmasinin, degisik hastaliklarda farkli inflamatuar
yanitlar olusturmak iizere, doku diizeyinde esnek bir sekilde diizenlenebildigi yoniinde

hemfikirdir (23).
1.3. Bagisiklik Sisteminin Gelisimi

Yenidoganlarda hem bagisiklik sistemi gelismemis, hem de inflamatuar yanitlar ge¢ ve
yetersiz olugsmaktadir. Dolayisiyla, yetiskinlerin aksine enfeksiyona agiktir. Bunun iki sebebi
vardir; ilki dogal ve kazanilmig bagisiklik sistem arasindaki dengelerin dogum sonrasi
bulunmamasi, ikincisi ise doguma kadar bagisiklik sisteminin az miktarda antijene maruz
kalmasi. Ek olarak yenidogan bagisiklik sistemi, gebelik boyunca anne ve bebek arasinda

olusabilecek ters cevaplar acisindan baskilanmistir (23) (Tablo I).



Tablo I. Bagisiklik sisteminin gelisimi (23)

Bagisiklik sisteminin olgunlasma siireci degisik renklerde gosterilmistir (koyu

gri: immatiir, agik gri: gelisim siireci, beyaz: erigkin)

Yenidoganlarda respiratuar ve gastrointestinal sistem epiteli yiiksek oranda
gegirgenlik gosterir. Mide pH’st goreceli olarak yiiksektir. Proteaz tiirii enzimler ile
antimikrobiyal peptidler gelismediginden kimyasal bariyerleri zayiftir. Ayrica mukus tabaka
glikolizasyon ve kompozisyonu ile bagirsak anatomik yapilanmasi, yenidogan ve eriskinlerde
farklilik gostermektedir. Téim bu etkenlerin sonucunda yenidoganin bagisiklik sisteminin ilk
diizeyi yetersizdir (23).

Eriskinlere kiyasla yenidoganlarda antijen sunan hiicrelerin aktivitesi daha

diistiktlir ve bu durum sitokin salmimi, kemotaksi, MHC II molekiillerinin salim1 ve fagositoz

- endositoz i¢in gerekli uyarict molekiillerin saliniminda azalma ile kendini gdsterir (35)\.7”_,«*’

Dogumda NK hiicre aktivitesi diisiik olmakla birlikte erken infantil dénemden g¢ocukluk
donemine kadar baskin hiicre grubunu olusturur. NK hiicrelerinin artmig sitotoksisitesinin,
olgunlagmasini tamamlayamayan kazanilmis bagisiklik sistemini maskelemek igin
yapilandirildigi diisiiniilmektedir (23).

Yenidogan T hiicreleri ¢evresel antijenlere karsi cevap vermede duyarlidir ancak
genellikle T hiicre aracili antikor cevabi yoktur ve tamamen olgunlagmasi i¢in 3 ila 5 yil
gecmesi gerekmektedir. Erigkinler ile kiyaslandiginda dzellikle Th1 hiicrelerde sitokin {iretimi

zayiftir (23). Wenidogan T hiicreleri artmis timik ¢ikisa isaret eden yliksek konsantrasyonda T
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fonksiyonlari sinirli oldugundan, daha az proliferasyon ve immatiir sitokin profili gerceklesir.
IFN-y iretiminin yaklasitk 5 wyilda erigkin degerlere ulastigi yapilan caligmalar ile
gosterilmistir. Genel olarak antijene 6zgii yanitlar infantlarda gergeklesebilmektedir (23).
Yenidoganlarda B hiicre sayisi ¢ok yiiksek olsa da plazma hiicrelerine doniisiim
heniiz yeterince olgunlasamadigindan, antikor iretimi yeterince olamamaktadir. Bu durum
anneden gecen IgG disinda dolasimda bulunan immiinglobulinlerin diisiik diizeylerde
olmasina neden olur. IgA diizeyleri neredeyse dlglilemez ve IgM diizeyleri de ¢ok diisiiktiir,
ancak antijenik stimiilasyona oldukga hizli cevap verir (23). h’apllan calismalarda serum Ig
diizeylerinin eriskin seviyelerine ulasmasmnin yaklasik 10 yil siirdiigii de gosterilmistir (37).
Bagirsak bagisiklik sistem hiicreleri, bagirsak limeninde karsilastiklart bakteri
sayist ile dogru orantili olarak gelisir. Kanita dayali veriler gostermistir ki, bagirsak yiizey
bariyerinin gelisim ve diizenlenmesinde bagirsak bakterileri hayati rol oynar. Bu bakterilerin
olusturdugu sinyal, lenfosit alt gruplarmin gelisimi ve bagirsak B hiicrelerinin antikor
olusturmast icin gerekli tetigi ¢ceker. Ayrica Th17 efektdr T hiicrelerinin gelisiminde ve Treg
hiicrelerin baskilanmasinda da calisir (23). ]Ek olarak bagirsak bakterileri, Thl ve Th2
hiicreleri arasindaki dengeyi olusturarak sistemik bagisik yanitlarin diizenlenmesini saglar
aktivasyonu, dolayisiyla abartili bagisik yanitlar 6nlenir. Bagirsak mukozasina penetre olan ve
az sayida bulunan kommensal bagirsak bakterilerine cevaben, mevcut antijen sunan hiicreler

sadece dnemsiz bir miktar ve neredeyse etkisiz olan TLRs ve MAMPs iiretirler (39).

destekledigi ilizere, mikrobiyal temasm modifikasyonu ile atopik hastalik gelisimi belirgin
Ol¢iide azalmaktadir. Ek olarak bu c¢alismalar gdstermistir ki ¢ocukluk ¢agi hastaliklari
sirasinda atopik hastalik gelisim riski azalir (41)‘:,,,@?f??k??z,,mgd?mi@,,,i,l,?,b,iﬂ,i,lf@ ‘infantlar
uygun immiinolojik uyaridan mahrum kalmaktadir. Sonugta, azalmis Thl stimiilasyonu ve
buna bagh yetersiz IFN-y iiretimi, dolayisiyla Th-2 cevaplarmi indiikleyen IgE diizeyinde
yetersizlik ve Th2’den Th1’e geciste yetersizlik (kayip immiin deviasyon) ortaya ¢ikmaktadir.
Bagirsak mikroflora kompozisyonunun ve gida kaynakli veya orofekal patojenlere maruz

kalmmasmin, sIgA aracili bagirsak yiizey bariyerini gelistirmek ve yenidogan periyodu

boyunca Th2 predominansindan daha dengeli bir sitokin profiline gecisi saglamak gibi ¢ok
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onemine isaret eden bu durum “genisletilmis hijyen hipotezi” olarak tanimlanmaktadir.
Genigletilmis hijyen hipotezine gore, Treg hiicrelerin baskilayici 6zellikleri nedeniyle, ¢ok
sayidaki fetal mononiikleer lenfositin sistemik tolerans kazanmasina, dolayisiyla da otoreaktif
efektor T hiicrelere karsi sistemik tolerans gelismesi suretiyle, inflamasyon ve doku hasarmin
onlenmesine neden olmaktadir (23).

Dogum sonrasindaki degisken bir donem igerisinde bagirsak epitel sikiligi ve
immiinoregiilator baglantilar ¢ok hassastir. Hayvan deneylerinde bu donemde olusacak
dengenin saglanmasi icin, endojen bagirsak mikroflorasinin dengeli olmast ve diyetsel
antijenlerin zamaninda ve uygun dozlarda alinmasi gerekliligi vurgulanmistir. Hayatin ilk yil1,
immiin programlama igin anahtar doénem olmakla birlikte, beslenme (0r; anne siitii) ve
yenidogan donemi boyunca alinan faktorler (6r; antibiyotikler), endojen bagirsak mikroflorasi
ve bagirsak epitel biitiinliigiinii etkiler. Hem hayvan hem de insan modellerinde yapilan
calismalarda, mikrobiyal maruziyet tipinin immiin hastaliklarin gelisiminde onemli rol
oynadig1 da gosterilmistir. Bu baglamda, mikroorganizmalara maruziyet bagisiklik sisteminin
olgunlagmasinda oncii rol oynarken, konakta ileriki yasamda gelisebilecek enfeksiyonlara

kars1 korumakta, alerji ve/veya atopi gelisimini de azaltmaktadir (23). {

1.4. infantil Dénemde immiin Sistem Gelisimi Acisindan Bagirsak Mikroflorasimin Rolii
1.4.1. Erken Bagirsak Kolonizasyonu ve Bakteri Tiirlerini Etkileyen Faktorler

Bebekligin ilk giinlerindeki kolonizasyonu ve kolonize olan bakteri tiirlerini
etkileyen bircok faktoér bulunmaktadir. Bunlar; genetik yatkinlk, gebelik yasi, maternal
mikrofloranin kompozisyonu, dogum sekli (vajinal/sezaryen seksiyo), beslenme sekli (anne
stitii, formiil mama), hastaneye yatirilip yatirilmadigi, kullanilan antibiyotikler, gebeligin son
doneminde annenin beslenmesi, annenin dogum sonrasi diyeti, probiyotiklerin kullanilip
kullanilmadigi, bebegin kendi saglik durumu, immiinolojik durumu, bagirsagin anatomik

gelisimi, peristaltizm, safra asitleri, bagirsak transit zamani, pH’s1, mukozal reseptorler,
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stresin olup olmadigi ve yasanilan bolgenin gelismislik diizeyi veya mikroflorasi’dir

(11,17,45-49) (Tablo II).

1.4.1
A
Geli
simis
lik
diize
yi ve
temi
ik
kosu

llar

agirs
ak
flora
sima

yone

lik arastirmalarda,

Tablo II. infant Bagirsak Kolonizasyonunun Potansiyel Kaynaklari (6)

Gectigi
Bakteri Bakteri Gegcisi kuvvetle Olasi
kaynagi tiirleri kamitlanmus | diisiiniilen | gecis
Escherichia coli *
Anne bagirsagi Bifidobacteria *
Bacteroides *
Enterococcus *
Cesitli Anaerob *
Annenin genital sistemi | Lactobacillus *
GBS *
Ebeveyn cilt S. aureus "
KNS *
Escherichia coli *
YYBU E.coli harici Enterobacter *
C. difficile *
Enterococcus *
Bifidobacteria *
Lactobacillus *
Anne siitii Enterococcus *
S. aureus *
KNS *
Bifidobacteria *
Streptococcus *
Enterobacter, Pseudomonas *
Formiil mama E.coli harici Enterobacter *
Lactobacillus *
Cevre C. difficile *
Enterococcus *
Clostridia *
iilkelerin gelismislik diizeyinin yenidoganlarda farkli mikroflora

olusumuna neden olabilecegi belirtilmistir. Tespit edilen bu farkliliklar yenidoganin dogum

sirasinda karsilastigi bakteri tiir ve sayisi, hijyen politikalari, anne siiti kompozisyonu,
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kullanilan formiil mama igerikleri, gida ve suyla alinan bakterilerin farkliligi ile agiklanmaya

¢aligtlmaktadrr (50,51).
TNijerya ve Londra’daki infantlar kiyaslandiginda, Nijerya’lh infantlarda
Bifidobacter predominansi gozlenirken, Londra’daki yenidoganlarda ise Enferobacter ve

incelendiginde Lactobasil ve Eubacteria sayisimin yiiksek oldugu, %4 olgunun C.difficile ile

kolonize oldugu belirtilmis, bu durum bati Avrupa’daki infantlarin 1960’1 yillarda yapilan

galismalari ile uyumlu bulunmustur (53). fHayatm 2. haftasinda Etyopya ve Isvec’li infantlar

incelendiginde Enterococcus ve Lactobacil kolonizasyonunun Etyopya’li olgularda daha fazla
oldugu, Bifidobacter ve E.coli nin her iki grupta benzer diizeylerde bulundugu ve antibiyotik
tedavisinin Etyopya’li bebeklerde mikroflora iizerine ¢ok az etkisi oldugu tespit edilmistir

Dolayisiyla, gelismekte olan iilkelerde kirli ve kalabalik kosullarda dogan

yenidoganlar, batili toplumlarda zenginlik ve refah i¢inde dogan yasitlarina kiyasla E.coli ve

diger Enterobacteriacea, Enterococcus ve Lactobasillus’a daha erken maruz kalir (3,54-57). \

Bu hlkelerde karmasik mikrobiota olusma olasiligi, gelismis iilkelerden daha yiiksektir ve bu

yenidoganlarda E. coli disindaki Enterobacteriaceae tirlerine ilk haftada daha sik

iilkelerdeki yenidoganlarda bu grup bakterilerin yerlesimi alt1 ay1 alirken, tilkeler arasinda bile

kolonizasyon farkliliklar1 gézlenebilmektedir (58).

1.4.1.2. Dogum Sekli

Dogum seklinin yenidogan mikroflorasma etkisi de birgok arastirmaya konu
olmustur (59). Vajinal dogan olgular anne vajen ve intestinal florasiyla erken dénemde
karsilastiklarindan g¢evre florasinin baskin etkisi bu olgularda genellikle izlenmemektedir.
Ayni olgularda intestinal Lactobacil ve Bacteriodes kolonizasyonu ilk haftada gozlenirken,
Bacteriodes kolonizasyonunun sezaryen ile doganlara kiyasla daha hizli ve stabil oldugu

gosterilmistir (54,60).\
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Molekiiler temelli calismalarda |[Escherichia coli, Veillonella dispar, Streptococcus
thermophilus, Enterococcus raffinosus, Ruminococcus gnavus, Enterococcus avium,
Clostridium, Enterobacter, Bacteroides, Streptococcus salivarius, Clostridium paraputrificum
vajinal dogan olgularin intestinal floralarinda dogum sonrasi 1. haftada tespit edilmis, tistelik
bu olgularda ilk 2 hafta boyunca Bifidobacterium, Enterobacter, Clostridium ve
hepsinde Klebsiella oxytoca ve Bifidobacterium pseudolongum saptanmis, Escherichia coli

oraninin vajinal dogumlarda daha fazla oldugu belirtilmistir. Bacteriodes’e, vajinal dogan

artmig yarismali inhibisyonu da beraberinde getirdigi ve bu sayede anaerobik intestinal

floranin daha erken olustugu belirtilmektedir (59).

Sezaryen| ile dogan olgular ise, annenin vajinal ve fekal florasi ile direkt temas

kurmamakta ve uzun siire annelerinden ayr1 kalmalarindan dolay1 gevresel bakteriler ile daha

yogun temas etmektedir (61). \Sezaryen[ ile dogan bebekler vajinal yolla doganlar ile /

kiyaslandiginda, Bacteriodes, Bifidobacteria ve E. coli ile karsilasmalarmin geciktigi birgok
calismada gésterilmistir (45,47,60,62). Bu olgularda, dogum sonrasinda 1 yila kadar daha

diisiik anaerobik fakiiltatif bakteri izlenmektedir. Ayrica, azalmis yarismaya bagli olarak

Enterobacteriacea (E. coli harig), Klebsiella, Clostridia (C.difficile dahil) artmaktadir

Kjlkelerin gelismislik diizeyinin dogum sekliyle birlikte degerlendirildigi
calismalarda ise gelismekte olan iilkelerde sezaryen ile dogan infantlarin fekal bakteriyel
floranin gevrelerinde olmasindan dolay1 E. coli, Bifidobacteria ve Bacteriodes ile gelismis
iilkelerdeki yasitlarindan daha erken karsilagtigi gosterilmistir (3,56). Baska bir galismada
sezaryen ile dogan Pakistan’li infantlarda Proteus, Klebsiella, Enterobacter ve Citrobacter
kolonizasyonu dogumun ilk saatlerinde saptanmus, ilerleyen giinlerde anne siitii ile
beslenmenin bu bakterilerin kolonizasyonunu azalttigi gdsterilmistir. Bu infantlarm
bir¢cogunda, 6. ayda hala duragan bir E. coli florasi tespit edilemezken her E. coli tipi degisken
say1 ve yogunlukta bulunmustur (56). ]
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1.4.1.3. Beslenme Sekli

Beslenmenin kolonizasyona etkisi bir¢ok c¢alismada belirtilmistir. Bebegin ilk
gidasi olan anne siitii ile her 800 ml igin ortalama 10° -10” kommensal bakteri aldig1 tahmin
edilmektedir. Anne siitiiniin igerigindeki Stafilococcus, Streptococcus, Bifidobacter ve laktik

asit bakterileri (LAB) ile infant bagirsagi icin siirekli bakteri kaynagi oldugu da gosterilmistir

Anne sitii alan infantlarin bagirsak florasinda en biiyiik farkliligin Bifidobacter ve
LAB agisindan oldugu diisiiniilen 1980 oOncesi donemin aksine, 1980 sonrasi yapilan
calismalarda, Bifidobacter’in anne siitli veya formiil mama alan olgularda benzer diizeylerde
oldugu saptanmis, LAB agisindan ise fark olmadigi, hatta bazi caligmalarda anne siitii
alanlarda daha nadir goriildiigli, ancak Lactobacillus tirlerinin, ozellikle L. rhamnosus’un

anne siitii alanlarda siitten kesilenlere kiyasla daha sik kolonize oldugu bulunmustur (64)H

Formiil mama alan bebeklerde ise C. difficile, Bacteriodes, Enterococcus ve

Enterobacteriacea, Ozellikle Klebsiella ve Enterobacter kolonizasyonu yiiksek oranda

Tablo III. Anne siitii ile beslenen infantlarda intestinal flora bakterileri (65)

En fazla Esit oranda En az

Staphylococcus Bifidobacterium | Clostridium (C. difficile)

Lactobacillus rhamnosus® | Lactobacillus Bacteriodes
Enterobacteriaceae
Enterococcus

Formiil mama ile beslenen infantlarin bagirsak mikrobiotas ile karsilagtiriimistir.

*Diger Lactobacillus cinsleri harig.

1.4.1.4. Yenidogan Yogun Bakim Unitesinde Izlem

Yenidogan yogun bakim iinitelerinde bakteri yayilimmi 6nlemek ve tedavi

amaciyla antibiyotiklerin yogun kullanimi sonucunda, infantlarm mikroflorasi seyrek ve
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neredeyse anaeroblardan yoksundur. KNS, Enterococcus ve Enterobactericeae florada
yaygindir, mayalara da sik rastlanir. Bu mikroorganizmalarin varligi, kullanilan

antibiyotiklere kars1 direngleri dogrultusunda degiskenlik gosterir d66 ).

1.4.1.5. Gebelik yasi

[Slkl hijyenik kontrol saglanmis kliniklerde izlenen ve antibiyotik kullanimi
gerektiren erken dogan bebekler, gecikmis ve sinirli sayida bakteri kolonizasyonu
gostermektedir (68). Hall ve ark. (60) yaptig1 bir galismada, matiir ve prematiir bebekler
kiyaslanmig, preterm infantlarda daha az koliform ve lactobasil kolonizasyonu izlenmis,
ancak median degerleri arasinda fark saptanmamustir. Hayatlarinin 10.giiniinde kotta izlenen
olgularda kiivozde izlenenlere kiyasla laktobasil kolonizasyon prevelansinin daha yiiksek

oldugu ve bu farkliligin antibiyotik tedavisi ile iligkili oldugu gésterilmistir.]

Bu olgularda, gestasyonel yaslarindan ¢ok agresif antibiyotik tedavileri, dogum ve
beslenme sekline bagli olarak Klebsiella ve Enterobacter spp. izole edilmis ve bu bakterilerin
E.coli’den daha baskin oldugu sonucuna varilmis. ’Slk antibiyotik kullanimi birgok anaerobik
calismada, pretermlerde Enterobacter spp. ve ﬂtreptokok diizeylerinde yiikseklik, Bifidobacter

tespitinde gecikme oldugu goriilmiis. Term infantlardaki Bifidobacter predominansinin daha

erken tespiti, prematiirlerin anne siitii almasinda gecikmeyle iligkilendirilmistir (70).\“

YYBU’de anne siiti alimmnm, preterm infantlarda S.epidermis varhgmi arttrdigi da
kamtlanmistr (66).

Baskal bir calismada YYBU’de izlenen ¢ok diisik dogum agirlhikli (CDDA)
bebeklerde uzamis antibiyotik tedavisi, parenteral beslenme, oral beslenmede gecikme ve
entiibasyon gibi durumlar incelenmis, sonugta duragan flora olusumunda gecikme, bakteri
tirlerinde yetersizlik ve ozellikle Bifidobacter olmak iizere anaerob sayilarinda azalma
bulunmustur (71). Ayn1 ¢alismada, yetersiz anne siitii alimi ve antibiyotik kullanimm da
bagirsak mikroflora gelisim ve dagilimini olumsuz etkiledigi belirtilmistir. Bu durumda
antibiyotik kullanimina bagl patojenik bakterilerdeki asir1 gogalmanin, anne siitiiniin erken
almmasiyla azaltilabilecegi de gosterilmis. Immatiir bagirsagin yetersiz bakteri tiirleriyle
seyrek kolonizasyonu, koruyucu Gram pozitif bakterilerin eksikligine, dolayisiyla da

nekrotizan enterokolite (NEK) neden olabilecegi sonucuna varilmistir. Anne siitiiniin erken
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kullanimmim, rutin antibiyoterapi uygulamalarinin azaltilmasi ve bazi nazokomiyal
enfeksiyonlara yonelik tedavi siiresinin kisaltilmasi, GIS mikroflorasinin daha az

etkilenmesine, fekal mikrobiyal dagilimin gelismesine ve NEK insidansinda azalmaya neden

olabilecegi belirtilmistir (71). Anne siitii ile kommensal mikroorganizmalarin kolonizasyonu

1.4.1.6. Antibiyotikler

Anne ve yenidoganlarda bakteriyel yayilmayr onlemek igin kullanilan
antibiyotikler, yenidogandaki kolonizasyon paternini giiclii sekilde etkiler.

Yenidoganlarda yogun antibiyotik kullanimi ile Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter ve Pseudomonas kolonizasyonunda artma, Clostridia disinda tiim anaeroblarda

baskilanma ve E. coli diizeylerinde azalma izlenmekte, olgularda bagirsak mikroflorasindaki

1.4.1.7. Aile Yapist ve Ev I¢i Cevre

Bagirsak florasma yonelik calismalarda, dile yapisi ve yasam sekli az calisilan
faktorlerdendir. Bir yas civarinda kardesi olmayan bebeklerde daha fazla enterobakter (£.coli

olmayan) ve Clostridia goriilirken, daha az oranda anaerobik ve fakiiltatif bakteri

goriilmektedir. Dolayisiyla, tek cocuklar, C/S ile dogan cocuklara benzer sekilde daha az ;:

gecisinin oldugu ancak kardeslerin birbirine birgok bakteri gegisine neden olarak S.aureus

iremesini engelleyen karmasik bir flora olusturdugu gosterilmistir (47).

]Kardes etkisine bir diger aciklama ise, cogul dogumlarda ilk doganlarin sonradan

dogana kiyasla daha steril oldugu yoniindedir. Ciinkii sonradan doganlarin dogumlar1 daha

uzun siirmiistiir, enema ve antibiyotik sonrasi daha uzun bir siire gegmistir, bu sebeple fekal | /

flora ile kontaminasyon, ikinci ve iigiincii doganlarda daha fazladir (55).

Evde hayvan beslemenin infantil kolonizasyona etkisi ise saptanmamuis, ancak ev

hayvani besleyenlerde S. aureus daha az goriilmiistiir (45,74)].
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1.5. Bagwrsak Kolonizasyonu ve Mikroflora Geligimi
1.5.1. Erigkin Bagirsak Mikroflorast

insan bagirsak florast dogadaki en karmasik ekosistemlerden biridir (65).\7,"’

Intestinal flora, tiim viicutta bulunan 10" insan hiicresine kiyasla 10'* bakteri hiicresi
barindirir. Bu karmasik bakteriyel kompozisyonun sahip oldugu gen hacmi, insan
viicudundaki toplam gen sayisinin 100 katidir. Mikrobiyom olarak da adlandirilan bu gen
havuzu, konak genomunun depolama giiciiniin ¢ok tizerinde bir genetik bilgi deposudur (59).
Bu bakteriler, hem kendi aralarinda hem de bulundugu konakla iligkileri agisindan 6zgiin ve

dinamik bir ekosistem olusturur (12).\

[Mikrobiyomun konaga sagladigi ozellikleri aragtirmaya yonelik yapilan hayvan
modelli bir ¢alismada, steril deneklerde enfeksiyonlara yatkinlik, intestinal vaskiilaritede
azalma, sindirim enzimlerinde yetersizlik, intestinal bariyerde zayiflik, sitokin ve

immiinglobulin {iretiminde azalma, kiigiik Peyer plaklar1 ve intraepitelyal lenfositlerde azalma

thetaiotaomicron) ile kolonize olan deneklerde konak gen aktivasyonu sonucu sindirimsel

aktivite, metabolizma, anjiogenez, mukozal bariyer fonksiyonlar1 ve enterik sinir sistemi

bagirsak kaynakli immiinizasyona ve glukoz sindirimine yardimci oldugu gosterilmistir
(75,7778,

Siklikla kiiltiirel yontemler ile saptanan intestinal flora yillar iginde degiserek
asagidaki bakteri gruplari ile donatilir: Bacteriodes, Clostridium, Eubacterium, Veillonella,
Ruminococcus, Bifidobacterium, Fusobacterium, Lactobacillus, Peptostreptococcus ve

Bacteriodes ve Firmicutes ailesi GIK’daki tiim bakteri topluluklariyla kiyaslandiginda %90

ile en yiiksek oranda yer alir. Erigkin bagirsaginda anaerob/fakiiltatif aerob tiirlerin oran1 100-

Kaynagi ne olursa olsun, 6zellikle kolonda ve ince bagirsak distalinde yerlesen bu

mikroflora, ¢ok oOnemli biyolojik aktivitesi nedeniyle "unutulmus organ" olarak

1.5.2. Bagirsak Mikroflora Maturasyonu
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Dogum 6ncesinde fetusun maternal kaynakh bakterilere maruz kaldigmni belirten
baz1 deneysel calismalar (1,2,81) olsa da siklikla yenidogan bagirsaklarinin dogumda steril

oldugu kabul edilmektedir.

infant gaytasmin oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin diisiik (0-200 mV) olmas,
aerobik mikroorganizmalarin gelisimini kolaylastirir. Dogumu takip eden ilk giinlerde, infant
mikroflorasinda  Enterobacter, Enterococcus, Streptococcus ve Stafilococcus gibi
aerob/fakiiltatif anaerob bakterilerin hakimiyeti gozlenirken, bu bakterilerin bagirsaktaki
oksijeni tiiketmesi neticesinde, Bacteroides, Clostridium ve Eubacterium gibi anaeroblar
baskin hale gelir. Yapilan ¢aligmalarda o6zellikle anne siitii alan olgularda ilerleyen giinlerde
Bifidobacter, Bacteroides ve Laktobacillus’larn sayica iistinligi gosterilmistir (83).]

[6. aydan itibaren ek gidaya gecisin saglanmasiyla, aerob bakteriler iginde
Enterobacteria ve Enterococcus artist gorilirken anaerobik mikroorganizmalardan
Bifidobacter, Bacteroides, Lactobacillus ve Clostridia daha sik izole edilmektedir (23,79).

]Zamanla siitten kesme ve yetigkin gidalar1 ile beslenme sonucunda karmasik
anaerobik mikroflora olusup gelismeye devam ederek hayatin ilk birka¢ yilinda olgunlasma
tamamlanir. Infant bagirsaginda anaerobik tiirlerde artisla ortaya ¢ikan yarismaya fakiiltatif
3). i1k yilin sonuna dogru, C. difficile biiyiiyen karmasik mikroflorada daha az gériiliir (6,84).

[Zorunlu anaeroblarca zengin olan karmasik mikroflora, yeni bakteri tiirlerinin gelisimi igin
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giiglii bir bariyer olusturur ve bu fenomene “kolonizasyon direnci” adi verilir. Kolonizasyon

direnci, yenidoganlarda zayiftir ve yasla beraber artis gosterir (6,23). }Bu donem, bagisikhik

sisteminin gelisim ve olgunlasmasi agisindan oldukea kritiktir (69).
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Dogum Sutten kesme Erigkin

Sekil 3. insanda dogum sonrasi bagirsak ekolojisinin degisimi (92)

1.6. Bagirsak Mikroflorasinmin Degerlendirilmesi

1.6.1. Kiiltiirel Calismalar

1970 ve 1980’lerde infant bagirsak mikrofloras: hakkinda bilinenler dikkatlice
yapilmig bir dizi kiiltiir temelli galigmaya dayanmaktaydi. Bu caligmalara gore; infantil

bagirsak mikroflorasi yetiskine gore daha az karmasikti ve daha yiiksek oranda fakiiltatif

ile tikenen oksijene bagl olarak anaerobik ¢evre olusmasi ve zorunlu anaerobik bakterilerin =

iiremesiyle eriskin tip flora olusuyordu (55,86).

Klasik tip olarak adlandirilan kiiltiirel ¢aligmalarda infanttaki ilk kolonizer E. coli

ve enterokoklar (E. faecalis ve E. faecium) seklinde tanimlandi. Ustelik bu bakterilerin

populasyon diizeyleri yetiskinden daha yiiksekti (55,85,86). \Bu oksijen igeriginin bol oldugu ‘

dénemde L‘leromonas, Pseudomonas ve Acinetobacter gegici olarak kolonize olabilen diger

Gram negatif aerobik/fakiiltatif anaerobik bakterilerdi (50,56,85).[
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Alfa hemolitik streptokoklardan olan S. mitis, S. intermedius ve S. salivarius un
yenidoganda ilk haftada 9%20-30 kolonize oldugu goriilmiis, n[eonatal sepsisin  sik
nedenlerinden olan Grup B streptokoklar ise yenidoganlarda %5 kolonize bulunmustu (88).\ 77777777

Staphylococcus cinsi bakterilerin yenidogan kolonizasyonlari Tklasik ¢alismalarda
farklilik gostermektedir. Yenidoganlarmn ilk haftada genellikle KNS ile kolonize oldugu
(50,80,85,87), S. aureus kolonizasyonunun nispeten daha az oldugu belirtilmistir (55,86).

]1970 ve 1980’lerde Bifidobacterium, Bacteroides ve Clostridium spp, hayatin ilk
haftasinda arastirilan yenidoganlarin en az %50°nde < 10'' CFU/g feges diizeyinde tespit

Bifidobacter tiirlerine infantta da yetiskinde oldugu gibi sik rastlanmistir (50,89,90).\7

Bacteroides

’ler i¢inde B. fragilis grubuna (B.fragilis, B.vulgatus ve B.thetaiotamicron ) hem
C. perfringens ve C. difficile de geng infantlarda sik tespit edilmis, bunlar1 kiime I’e ait olan °
C.paraputrificum ve C.tertium’un izledigi gosterilmistir (46). C. difficile geng infantlarda

nedeni bilinmeyen bir sekilde semptomlara neden olmadan goreceli olarak yiiksek seyrettigi

Bu caligmalarda diger anaeroblarin arastirilmasi hedeflenmese de Veillonella %40-90, -

Eubacterium <%50 ve Ruminococcus < %10 oraninda bulunmustur. Peptostreptokoklar ise ‘ i

1.6.2. DNA Metodolojisi Baz Alinan Calismalar

Son dekatta infant bagirsak mikroflorasini incelemek igin kiiltiirel yontemlere
alternatif olarak FISH, DGGE, 16S rRNA klonlama ve sekanslama, Q PCR gibi yontemler
kullanilmistir. Bu teknikler kiiltiirel yontemler ile benzer 6zellik gosterse de yeni bulgular da

eklenmistir (14,92) (Tablo IV).
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Tablo IV. DNA bazh ¢alismalarda intestinal florada saptanan farkhliklar (92)
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Ornek Sayisi | Referans Sonuclar Analiz metodu
Kiiltiir ile kiyaslandiginda FISH

12 93 Bacteriodes 100-1000 kat daha fazla | |
Bazi tiirlerde 6nemli kolonizasyon

14 92 degisiklikleri. Or; Bacteroides I6STRNA |
Clostridia infanttaki

2 16 ilk kolonizer DGGE |
AS alanlarda Ruminococcus

12+2 94 Bifidobacterium kadar yaygin DGGE,QPCR |
Formula alanlarda

40 95 Desulfovibrio tespit edildi QPCR |
Formula alanlarda

12 96 Coriobacterium tespit edildi FISH |
Archaea (<1 yas, ilk haftada diisiik prevelans),

40+14 }92,97 Methanobrevibacter smithii QPCR |
Bifidobacterium 16S rRNA, Q

14 92 bagirsak mikrobiotasinda gok az PCR |

Molekiiler yontemlerle yapilan ¢alismalarda [Clostridia cinsi bakterilerin infanttaki :“

belki de ilk kolonizer oldugu belirtilmistir. Ek olarak erken mikroflorada Bifidobacterium,

calismalarda daha

kiyaslandiginda kolonizasyon oraninin daha fazla olabilecegi belirtilmektedir (16,74) \ Formiil

anaeroblara DNA temelli sik rastlanirken, Onceki

mama alan bebeklerin gaytalarinda Coriobacterium grubu (Atopobium ve Collinsella),

inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ile iligkili, siilfat indirgeyici bir grup bakteri olan
Desulfovibrio da saptanmustir (95). \

FISH ile yapilan ¢alismalarda kiiltiirel yontemler ile kiyaslandiginda Bacteriodes

tirlerinin  100-1000 kat daha fazla saptanmistir (96). Metanojenik Archea tiirlerine
(Methanobrevibacter smithii) ilk haftada diisiik diizeyde rastlanmistir (92,97).
Klonlama ve sekanslama ile ilk yilda infantil fekal Grneklerin %30 unda
tanimlanamayan bakteri saptanmis, bu oranm ilk 2 ayda %10 oldugu belirtilmistir (74).
DNA teknolojileri kullanilarak yapilan ¢alismalarm kiiltiir temelli ¢aligmalara
iistiinliigii olsa da ¢oziilmeyi gerektiren birtakim sorunlart mevcuttur. lki, calisilan ornek

sayisinin az olmasidir ki bu durumun en biiyiik nedeni maliyet yiiksekligidir. D]iger

problemler; yiiksek diizeyde guanozin ve sitidin (G-C) iceren bakteri gruplarmin suboptimal
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amplifikasyonu, problardan kaynakli yalanci pozitif hibridizasyon, PCR ile saptanan

rekombinant DNA o6rneklerinin primer niikleotidlerinin eslesmemesi ve DNA ekstraksiyon

1.7. Bagirsak Mikrobiotasimin Uzun Déonem Etkisi

Bagirsak mikroflorasi bagisiklik sisteminin gelisim ve diizenlenmesi ig¢in
gereklidir. Bakteriyel kolonizasyon paterni, immiin gelisim sonuglarini ve ileriki yasamda
gelisebilecek alerji, obezite veya DM gibi bagisiklik bagintili hastaliklarin olusumunu etkiler.
Saglikli ve atopik ¢ocuklardaki mikroflora kompoziyonu ve aktivitesi birgok Kkesitsel
calismada gosterilmistir (65,100-102). Allerjik infantlarm allerjik olmayanlara kiyasla
bifidobakter kolonizasyonunun daha az oldugu yoniinde veriler elde edilmistir. Ustelik bu
olgularda B. adolescentis gibi eriskin tip Bifidobacterium tiirlerine daha sik rastlanmigtir
(103).

Mikroflorada gozlemlenen bu degisimler allerjik siiregleri baslatiyor mu yoksa
allerjinin sonucunda m1 ortaya ¢ikiyor sorusu hala belirsizligini korumaktadir. Kalliomaki ve
ark. (8) ilk kez bu konu hakkinda somut verilere ulasmig, bagirsak mikroflorasindaki
degisikliklerin  atopi  gelisiminden o6nce oldugunu ve yenidogan déneminde
Bifidobacter/Clostridia oraninda gerileme ile kendini gosterdigini tespit etmistir (8,104).

Ly ve ark. (105) C/S ile dogan infantlarda degisken mikroflora kompozisyonu
oldugunu ve kord kani hiicrelerinin stimiilasyonu sonrasi IL-13 sitokininde artis oldugunu
gostermis, bu durumun infantlarda ciddi atopi ve astim gelisimi i¢in yiiksek oranda anlamli
oldugu bulunmustur. Farkli ¢alismalarda annenin probiotik alimmin infant mikroflorasini
etkiledigi ve egzema riskini azalttigi gosterilmistir (106, 107).

Giongo ve ark. (108) yapmis oldugu baska bir ¢alismada ise saglikli ve Tip 1 DM
gelistiren otoimmiin ¢ocuklarin mikrobiyomlar1 molekiiler yontemler ile karsilastirildiginda,
zaman ic¢inde otoimmiinite gelistiren ¢ocuklarda Firmicutes tirlerinin azaldigy,
Bacteroides’lerin ise arttigl saptanmistir. Bacteroides ailesindeki degisiklik en fazla
B.ovatus’da, Firmicutes ailesindeki en biiyiik artis ise Clostridiales: Human intestinal
Firmucate CO19°da oldugu gorilmiistir. Bu g¢aligmada otoimmiin olmayan ¢ocuklarda,
bagirsak mikrobiotasimnin zaman i¢inde dengeli ve duragan; otoimmiinite gelistiren ¢ocuklarda

ise daha dar ve siiregen oldugu gosterilmistir.
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2. ANNE SUTU
2.1. Anne Siitiiniin Onemi

insanoglu, immatiir ve sonradan kazanilacak bir bagisikhik sistemi, mikrofloraca
fakir bagirsaklar ve patojenleri kovma yetisinin azlig1 ile dogar. Dogumu takiben ¢ok sayida
mikroorganizma, yabanci protein ve kimyasala maruz kalan mukozal yapilar pek ¢ok patojen,
allerjen ve karsinojen igin giris kapisi islevi goriir. Yenidoganlarda bagisikligin bilesenleri
tam olarak gelismediginden igsel ve digsal bir¢ok tehlikeye maruz kalir. Kazanilmis bagisiklik
dogumdan sonra degisken bir siire boyunca neredeyse yoktur. Yenidogan igin dogal
bagisikligin hizli ve etkin gelisimi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Ciinkii yenidogan ve kazanilmis
bagisiklik arasindaki basaril etkilesim saglikli bir yasam igin gereklidir (109,110),
’Anne siitli, yenidoganin ilk besini olmasi, bagisiklik olusturan faktorler icermesi,
dogal immiinolojik terapi ve pasif asilama oOzelligi nedeniyle dogal bagisiklik sistemini
gelistirecek olan bagirsak mukoza bariyeri igin 6nemli bir tamamlayicidir (110).
Anne siitii alanlarda gastrointestinal enfeksiyonlar ve bu enfeksiyonlara ikincil
mortalite sikligi, almayanlara gore daha diisiiktiir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde
emzirme ile diyare ve solunumsal hastaliklara bagh Slimlerde azalma gosterilmistir (111).
Prematiire bebeklerde anne siitiiniin nekrotizan enterokolit insidansinda azalmaya
neden oldugu anlaml olarak gosterilmistir. Bu nedenledir ki birgok yenidogan yogun bakim
iinitesinde prematiirelere, hayatin ilk birka¢ giiniinde minimal enteral beslenme ile anne siitii
verilmesi standart uygulama haline gelmistir (111).
Bir]gok epidemiyolojik ¢alismada yeterli anne siitii alan ¢ocuklarda uzun donemde
astim, atopik hastaliklar ve obezite gelisiminde belirgin azalma oldugu, anne siitiiniin Colyak
Hastaligi’na karst da koruyucu oldugu belirtilmistir (111).,
[Gelismis iilkelerde obezite ile baglantili tip 2 diyabetes mellitus gibi hastaliklar
biiyiik sorun olusturmaktadir. Anne siitii alan olgular yasamin ilk alti ayinda almayanlara
kiyasla belirgin kilo artis1 gdsterse de sonraki yaslarinda obezite riski daha azdir. ABD’de
15000 ¢ocuk iizerinde yapilan bir ¢aligmada anne siitiiniin gocuk ve adolesan obezitesinden
koruyucu etkisi gosterilmistir. Ek olarak diizenli anne siitii alimi, eriskin donemde serum
kolesteroliinde diisiikliige neden olmaktadur (111). |

Ozetle, anne siitii; fizyolojik, immiinolojik, enfeksiyondan koruyucu ve besleyici

ozellikleri nedeniyle bebek icin ¢ok dnemlidir. Miyadinda ve prematiire dogmus bebekler i¢in

23

| Agiklama [gg132]:

Newburg, D. S., 2005. Innate
Immunity and Human Milk.:
American Society for

Nutritional Sciences, 135, s.1308-
1312.

Per Brandtzaeg, 2003, Mucosal
immunity: integration between
mother and the breast—fed infant:
Vaccine, 21, s.3382-3388.

| Agiklama [gg133]:

Per Brandtzaeg, 2003, Mucosal
immunity: integration between
mother and the breast—fed
infant: Vaccine, 21, s.3382-3388.

Aciklama [gg134]:

Academy of Breastfeeding
Medicine Founder’s Lecture 2008:
Breastfeeding—An Extrauterine
Link Between Mother and Child
Samuli Rautaval,2 and W. Allan
Walker

BREASTFEEDING MEDICINE
Volume 4, Number 1, 2009

| Aciklama [gg135]:

Academy of Breastfeeding
Medicine Founder’s Lecture 2008:
Breastfeeding—An Extrauterine
Link Between Mother and Child
Samuli Rautaval,2 and W. Allan
Walker

BREASTFEEDING MEDICINE
Volume 4, Number 1, 2009

-| Agiklama [gg136]:

Academy of Breastfeeding
Medicine Founder’s Lecture 2008:
Breastfeeding—An Extrauterine
Link Between Mother and Child
Samuli Rautaval,2 and W. Allan
Walker

BREASTFEEDING MEDICINE
Volume 4, Number 1, 2009

| Aciklama [gg137]:

Academy of Breastfeeding
Medicine Founder’s Lecture 2008:
Breastfeeding—An Extrauterine
Link Between Mother and Child
Samuli Rautaval,2 and W. Allan
Walker

BREASTFEEDING MEDICINE
Volume 4, Number 1, 2009




besin kaynagi olmasi yanisira, gastrik bosalmayr hizlandirir, enfeksiyon sikligini azaltir ve

Anne siitiiniin igerigi bebegin yasina ve fizyolojik 6zelliklerine gére degisir (1 13).\7_

Matiir siite kiyasla daha fazla koruyucu faktor igeren kolostrumun bebege ilk besin olarak :‘:

verilmesi, hayatin ilk alt1 ayinda sadece anne siitii ile beslenilmesi bu nedenle ¢ok énemlidir

2.2. Anne Siitiiniin Icerigi

Anne siitii yenidogan bebek igin en uygun olan ve pek gok farkli bilesigi bir arada
bulunduran biyolojik olarak karmasik bir sividir. Mikroorganizmalar (Lactobacillus,
Bifidobacter), bagisiklik saglayan ajanlar (sIgA, glikanlar ve oligosakkaritler, K-kazein ve a-
laktoalbumin), besin maddeleri, antiinflamatuar bilesenler (laktoferrin, haptokorrin, a- ve B-
defensin, lizozim, trigliseridler, Solubl TNF- a reseptor antagonisti, ve IL-1RA, IL-10, TNF-
B, antioksidanlar, proteaz inhibitdrleri, prostaglandinler, sCD-14, TGF-B, adiponektin),
hormonlar, bitylime faktorleri (EGF, IGF), kalsiyum, demir, B12 vitamini gibi hayati nutrient
ve enzimler i¢cermektedir. Bu essiz igerik, anne siitiinii besin maddesi olmanmn ¢ok daha

otesine tagimaktadir (111,115). \

2.2.1. Anne Siitiinde Bulunan Bakteri Gruplari ve Onemi

2000°1i yillarla baglayan birkag¢ arastirma sonucunda, anne siitii olarak bilinen
biyolojik salgidan izole edilen bakterilerin genellikle FEnterococcus, Lactobacillus,
Micrococcus, Staphylococcus ve Streptococcus olduklart saptanmis, anne siitiiniin infant
bagirsagi icin kommensal ve potansiyel probiyotik bakteriler agisindan miikkemmel ve siirekli
kaynagi oldugu gdosterilmistir. Bu bakteri gruplari, bakteriyoterapdtik ya da potansiyel
probiyotik suslari icermektedir. Doghlmu izleyen birgok hafta boyunca, insan siitii, bebek
bagirsak mikroflorasinin siirekli mikroorganizma kaynagidir ve bu nedenle yenidogan
bagirsak mikroflorasinin baslamasi ve gelisiminde 6nemli bir faktordiir (48,116),

Giinde 800 ml siit tiketen bir bebek yaklasik 10°-10" adet (10°-10° CFU/ml)
bakteriyi de birlikte almaktadir. Baska bir deyisle, bebek fekal florasi anne siitii bakteri
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Staphylococcus sp. S. epidermis, S. Hominis, S. capitis, S. aureus

Streptococcus sp. S. salivarius, S. mitis, S. parasanguis, S.

peroris

Lactobacillus sp. L. gasserii, L. rhamnosus, L. acidophulus, L.

plantorum, L. fermentum

Enterococcus sp. E. faecium, E. faecalis

Yukaridaki tiirlere ait bakteriler, birbirinden ¢ok uzak iilkelerde saglikli annelerin
taze siitlerinden izole edilebilmektedir. Bu durum bakterilerin anne siitiindeki varligmm

yaygmligma isaret eder. Boylelikle, anne siitiiniin dogal mikroflorasinin bilesenleri olarak

2.2.1.1. Anne Siitiindeki Bakterilerin Kaynag

Emzirmeye hazirlik déneminde meme bezleri Tbir dizi degisim gecirir. Gebelik
boyunca, meme alveol ve kanallarmin hormonal etkilerle cogalmasi, meme dokusundaki artisi
da beraberinde getirir. Dogum 6ncesinde meme lobcuk sayisi en iist diizeydedir. Meme ucu,
yag bezleri ve areola genisler. Meme bezinin artmis lenf ve kan stogu, meme alveoliinii
kusatan miyoepitel hiicrelerin dogum sirasinda salgilanan oksitosin ile artan hareketi
sonucunda anne siitiinde endojen bakterilerin varligi kolaylasir. Mevcut degisiklikler meme
basini cevreleyen bolge ve meme kanal sisteminde biyofilm olusumuna, dolayisiyla
sistem hiicreleri de anne siitiinde bol miktarda bulunur ve bu durum hormonal olarak

diizenlenir (117).
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]Son yillarda yapilan arastirmalar, dogum Oncesi anne bagirsak ve siit dogal
floralarinin, fetus ve yenidogan bagirsak florasinin olusumunda iki 6nemli kaynak olduguna
isaret etmektedir (48,117). Genel olarak kabul gordiigii iizere, infant dogum kanalindan
gecerken annenin fekal mikroflorasi ile tanisir ve oral yolla bu mikroflorayr 6nce meme
cildine ardindan emme esnasinda siit kanallarina tasir. Ancak yapilan ¢alismalar ile bu durum
tartismali bir hal almustir, zira annenin meme cildindeki bakteriler ile anne siitiindeki
bakterilerin gesitliligi birbirinden farklidir (116,1 19).\ 77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777

[Anne siitiine gecis kaynaklarmi saptamak adma cgesitli calismalar planlanmais; bir
calismada, S. typhimurium DT 104’{in bebeklere iletiminin anne siitii ile oldugu rapor edilmis,
bakterinin basglangigta maternal bagirsakta yerlestigi ve igsel bir yol izleyerek meme bezine
ulastigr da gosterilmistir. Anne bagirsagi ve meme dokusu arasindaki bu dongiiye
“enteromammarik siklus” adi verilmis, bakterilerin anne bagirsagindan dentritik hiicreler ve
makrofajlar yardimi ile meme bezlerine tasgindigi savunulmustur (117,
Bu hipotez Perez (120) tarafindan da dogrulanmus, anne siitiiniin ml’de <3 log

CFU canli bakteri ve genis oranda 6zellikle Bifidobakteriyel DNA’y1 igeren serbest bakteriyel

DNA ornekleri igerdigini ve bunlarin neonatal immiin sistemi programlamada ¢alisabilecegini

[Anne siitiinde bulunan bakterilerin, anne bagirsagindan endojen yollar ile meme
bezlerine gegisinin dogrulanmasi halinde, anne bagirsak mikroflorasimnin modiile edilebilmesi
gibi bakteriyoterapi (kommensal veya yararli bakterilerin, konagm patojenler tarafindan
kolonizasyonunu onlemek i¢in kullanilmasi) ve probiyotiklerin ¢ok amagli kullanim
hastaliklarina karst hem anneyi hem de bebegi korumadaki rolii ile biyoterapotik LAB veya

potansiyel probiyotiklerin 6nemli bir kaynagi olmaktadir (117).

26

| Aciklama [gg150]:
/| Martin, R., Jimenez, E., Heilig,

H., Fernandez, L., Marin, M.L.,
Zoetendal, E.G. and Rodriguez,
J.M., 2009. Isolation of
bifidobacteria from breast milk and
assessment of the bifidobacterial
population by PCR-denaturing
gradient gel electrophoresis and
quantitative real-time PCR.
Applied and Environmental
Microbiology 75: 965-969.

Martin, R., Langa, S., Reviriego,
C., Jimenez, E., Marin, M.L.,
Xaus, J., Fernandez, L. and
Rodriguez, J.M., 2003. Human

milk is a source of lactic " 147]

| Agiklama [gg151]:

Martin R., Langa S., Reviriego C.,
Jiménez E., Marin M.L., Olivares
M., Boza J., JiménezJ., Fernandez
L., Xaus J. ve Rodriguez M.J.,
2004, The commensal microflora
of human milk: new perspectives
for food bacteriotherapy and

probiotics: Trends in Food” | T48]

Aciklama [gg152]:

Perez, P.F., Dore, J., Leclerc, M.,
Levenez, F., Benyacoub, J.,
Serrant, P., Segura-Roggero, 1.,
Schiffrin, E.J. and Donnet-Hughes,
A., 2007. Bacterial imprinting of
the neonatal immune system:
lessons from maternal cells?
Pediatrics 119: €724-e732.

-1 Aciklama [gg153]:

Perez, P.F., Dore, J., Leclerc, M.,
Levenez, F., Benyacoub, J.,
Serrant, P., Segura-Roggero, 1.,
Schiffrin, E.J. and Donnet-Hughes,
A., 2007. Bacterial imprinting of
the neonatal immune system:
lessons from maternal cells?

Pediatrics 119: €724-¢732(" | 149]

Aciklama [gg154]:

Martin, R., Langa, S., Reviriego,
C., Jimenez, E., Marin, M.L.,
Olivares, M., Boza, J., Jimenez, J.,
Fernandez, L., Xaus, J. and
Rodriguez, J., 2004. The
commensal microflora of human
milk: new perspectives for food

bacteriotherapy and probi(” [50]

Aciklama [gg155]:

Reid, G., Howard, J., ve Gan, B.
C., 2001, Can bacterial
interference prevent infection?:
Trends in Microbiology, 9, s. 424—
428.

| Agiklama [gg156]:

Martin R., Langa S., Reviriego C.,
Jiménez E., Marin M.L., Olivares
M., Boza J., JiménezJ., Fernandez
L., Xaus J. ve Rodriguez M.J.,
2004, The commensal microflora
of human milk: new perspectives
for food bacteriotherapy and

probiotics: Trends in Food”, '[51]




GEREC VE YONTEM

Calisma, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onayland1 (Etik Kurul Karar No: 2010/022) (Ek 1) ve Adnan Menderes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Fonu tarafindan desteklendi (Proje No: TPF-11005). Olgularin se¢im ve
izlemi 1 Kastm 2011- 1 Subat 2012 tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 AD, Yenidogan BD Yogun Bakim Unitesi’nde ve
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum AD Klinigi’nde
yapildi. Alinan orneklerin molekiiler incelemeleri 1 Subat 2012- 1Agustos 2012 tarihleri
arasinda Adnan Menderes Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji AD tarafindan ADU
BILTEM Merkez Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Orneklem Sayist

Toplam 10 yenidogan- anne ¢ifti ¢alismaya dahil edildi. Her yenidogandan
dogumunun 1, 3 ve 7.glinlerinde gayta ornekleri alindi. Her yenidoganin annesinden de

7.glinde anne siitii alindi. Ve boylece toplam 30 gayta ve 10 anne siitii 6rnegi ¢alisildi.

Calismaya Kabul Edilme Kriterleri

1 Kasim 2011 ile 1 Subat 2012 tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Yenidogan Yogun Bakim Unitesi’ne dogumunun 0-24. saatinde kabul
edilen hasta yenidoganlar ve bu yenidoganlarin anneleri ile Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Kadi Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’nde anne yaninda tarafimizdan
izlenen 38. gebelik haftasini doldurmus saglikli yenidogan olgular ve bu olgularin anneleri

calismaya dahil edildi.

Cahismadan Dislanma Kriterleri

38. gestasyon haftasindan 6nce dogan yenidoganlar, 0- 7. giin arasinda sadece

formiil mama veya total parenteral nutrisyon ile beslenen yenidoganlar, annenin operasyon
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oncesi kullandigi profilaktik antibiyotik haricinde antibiyotik kullanimi, annede meme

dokusunu ilgilendiren enfeksiyon olmasi ¢alismadan dislanma kriteri olarak kabul edildi.

Calismanin Y apilmasi

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 AD,
Yenidogan BD Yogun Bakim Klinigi’nden 6 term yenidogan ve annesi ile Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’nde anne yaninda saglikli
olarak izlenen 4 term yenidogan ve anneleri olmak {iizere toplam 10 bebek- anne gifti
calismaya alindi. Olgularin belirlenmesi ¢aligmanin bagladigi tarihten itibaren dahil edilme
kriterlerine uyan ilk 10 &rnegin ilgili kliniklere yatis sirasina gore yapilmistir.

Yenidogan bebeklerin annelerine c¢aligma hakkinda yazili bilgi veren
bilgilendirilmis olur metni (Ek 2) verildi ve yazili izinlerinin oldugu bilgilendirilmis olur
formu (Ek 3) okutularak imzalatildi.

Her olgunun adi, soyadi, adres, telefon numarasi, dogum tarihi ve yeri, gestasyon
haftasi, dogum sekli, cinsiyeti, dogum agirligi, beslenme sekli, antibiyotik kullanimlar1
sorgulandi. Gebelik yaglar1 son adet tarihine gore belirlendi. Anne adi-soyadi, yasi, egitim
durumu, gelir diizeyi, son adet tarihi, gebelik sayis1, gebelikte gecirdigi hastaliklar, erken veya
uzamis erken membran riiptiirii, gebelik Oncesi ve sonrasinda probiyotik tiiketim bilgileri
kaydedildi. Molekiiler yontemler ile ilgili yenidogan gaytasi ve anne siitiinden elde edilen
bakteri DNA’larinin siniflandirilmasi da yapilarak tiim bu bilgileri igeren olgu rapor formu

(Ek 4) dolduruldu.

Orneklerin Toplanmasi

Tim yenidoganlardan gayta ornekleri dogumu izleyen 1 (> 24. saat ), 3 (> 72.
saat) ve 7.giinlerde bebek bezlerinden steril kiiltiir gubugu ile alinip, steril gayta kaplarina
konuldu. Olgularin annelerinden dogum sonrasi 7.giinde aseptik kosullarda anne siitii alindi.
Aseptik kosullarin saglanmasi ve annenin cilt florasindan kontaminasyonun oOnlenmesi
amaciyla meme bas1 ve gevresi 6nce polivinilpirolidon iyot (Polividon-iyot) %10 ¢ozeltisi ile
silinerek bir dakika beklendikten sonra steril su ile tekrar silindi. Arastirici tarafindan steril

eldiven giyilerek sagma sonrasi ilk gelen anne siitiinden 2 cc atildi. Steril kaplara yaklasik 5
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cc anne siitii sagildi. Gayta ve siit Ornekleri ADU BILTEM Merkez Arastirma
Laboratuvari’nda yapilacak olan DNA izolasyonuna kadar -18°C’de bekletildi. Orneklerden
elde edilen DNA’lardan tniversal primerlerle 16S rRNA c¢ogaltildi ve amplikonlar
klonlanarak sekanslandi. Sekans analizine gore mikroorganizma tiplendirilmesi yapilarak, her

bir drnekten elde edilen sekans profillerinin karsilastirilmasi yapildi.

Anne Siitiinden ve Gaytadan DNA Ekstraksiyonu

Siitten ve gaytadan DNA ekstraksiyonu i¢in iki ayr1 yontem denendi; fenol

kloroform ydntemi ve kit yontemi.

Fenol kloroform ile DNA ekstraksiyonu:

Toplam 50 mg gayta ve 400 pl anne siiti 0,5 ml HTS (5 mM HEPES/4.5

mM Tris-Cl/320 mM sucrose, pH 7.4) ile homojen hale getirildi. Proteaz ve diger enzimlerin

inaktivasyonu i¢in 10 dk 99°C’de inkiibe edildi ve 10 dk oda 1sisinda birakildi. Homojenata 5
pl 100 mg/ml lizozim, 5 pl 1pg/ml lizostafin eklendi ve 30 dk 37°C’de inkiibe edildi. Lizata
0,25 M EDTA’dan 60 ul, %10 SDS’den (Sodium dodecyl sulfate) 40 ul eklendi.
Karistirildiktan sonra 10 pul 20 mg/ml konsantrasyonda proteinaz K eklenerek 50°C’de 30 dk
inkiibe edildi. 500 pl fenolkloroform eklendi, karistirilip 5 dk 10000 rpm’de santrifiij edildi.
Ust faz yeni bir eppendorf tiipiine aktarildi. 50 ul pH’1 5,2 olan 3M sodyum asetat eklendi.
Karigtirilarak 500 pl isopropil alkol eklendi. 30 dk -20°C’de inkiibasyon ardindan 30 dk
+4°C’de 13000 rpm santrifiij uygulandi. Siipernatant atildi. Pelet 500 pl %70’lik etanol ile
yikandi. +4°C’de 5 dk 13000 rpm santrifiij uygulandi. Siipernatant atildi. Pelet kurutularak 50
ul distile su eklendi.

Kit ile DNA ekstraksiyonu:
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QIAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen) extraction kit kullanilarak tretici
firmanin direktifleri dogrultusunda gergeklestirilmistir. DNA ekstraksiyonu i¢in 180-220 mg
gayta ve 400 pl anne siitii santrifiij tiipiinde tartilarak buzda bekletildi. Gayta igin 1,4 ml, anne
sttii i¢in 1,2 ml ASL eklendi, 1 dk boyunca (gayta homojenize olana kadar) vortexlendi. 5 dk,
+95°C’de inkiibe edildi. 15 sn vortex sonrasinda oda 1sisinda (+24°C’de) 1 dk 13000 rpm
santrifiij uygulandi. Siipernatanttan 1,2 ml alinarak yeni bir santrifiij tiipiine kondu. 1 adet
Inhibit Ex tablet eklenerek vortexlendi, 1 dk oda 1sisinda beklenerek gayta veya anne
stitiindeki inhibitérlerin matrixe baglanmasi saglandi. Siipernatant almarak 3 dk 13000 rpm
santriflij uygulandi. Siipernatant yeni bir 1,5 ml’lik tiipe aktarildi, 3 dk 13000 rpm santrifiij
uygulandi. 15 pl proteinaz K yeni bir 1,5 mI’lik tiipe konuldu. Siipernatanttan 200 pl alinarak
proteinaz K’nin iizerine eklendi. 200 pl AL Buffer eklenerek 15 sn vortexlendi. +70°C’de 10
dk inkiibe edildi. 200 pl saf etanol lizat {izerine eklenerek vortexlendi. Minikit tiiplerine 6rnek
adlar1 yazildiktan sonra elde edilen lizatin hepsi kenarlarina gelmeyecek sekilde tiipe konuldu.
1 dk 13000 rpm santrifiij uygulands, altta biriken siv1 atildi. Uzerine 500 ul AW1 solusyonu
eklendi ve 13000 rpm santrifiij uygulandi. Spin kolon alinarak yeni bir toplayici tiipe konuldu.
Uzerine 500 pul AW?2 buffer eklendi ve 3 dk 13000 rpm santrifiij uyguland, siiziintii atildu.
Spin kolon yeni toplayici tiipe aktarilarak 1 dk 13000 rpm santrifiij uygulandi. Spin kolon 1,5
ml’lik santriflij tiipiine aktarildi, anne siitii icin 100 pl, gayta icin 200 ul AE buffer membran
iizerine eklendi. 1 dk 13000 rpm santrifiij uygulandi.

16S rRNA c¢ogaltilmasi ve klonlama

Gayta ve siit drneklerinden elde edilen DNA’lardan 16S rRNA ¢ogaltmak igin S-
D-Bact-0008-a-S-20 5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3' ve 1651390 5' GAC GGG
CGG TGT GTA CAA 3 primer cifti kullanildi. 94°C’da 5 dakikalik denatiirasyonu takiben 35
siklus 94°C’de 30 saniye, 50°C’de 30 saniye ve 72°C’de 1 dakika olarak tamamlandiktan
sonra, 72°C’de 15 dakika ile sona erdirildi. Elde edilen amplikonlar “PCR purification kit” ile
saflastirtlip (Invitrogen) ve InsTAclone PCR Cloning Kit (Fermentas) ile pTZ57R/T vektorii
igerisine ligasyon yoluyla yerlestirildi. Hazirlanan rekombinant plazmidler fenol kloroform
ethanol presipitasyon yontemiyle saflastirildi ve kompetan Escherichia coli DHIOB igine

elektro-transformasyon yoluyla aktarildi.
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Transformantlar ampisilin (100pg/ml), IPTG (0.5mM) ve X-Gal (%0.005) iceren
Brain-Hearth Infusion agar segici besiyerine ekildi. Inkubasyon sonunda gelisen mavi ve
beyaz koloniler igerisinden yaklasik 30 beyaz koloni se¢ildi ve plazmidin insert bdlgesi
cogaltilacak sekilde M13 5° GTAAAACGACGGCAAGT 3° ve MI3R &
GAGCGGATAACAATTTCACAC 3’ primerleri kullanilarak PCR yontemi ile g¢ogaltildi
(amplifiye edildi). 16S rRNA inserti igeren amplikonlar sekans analizine tabi tutuldu ve elde
edilen 16S rRNA amplikonlarina ait sekanslar gen bankasi ile karsilastirildi (Sekil 4). Bu
amagla National Center of Biotechnology Information ‘in  web sayfasindaki

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-nucleotide BLAST programi kullanildi.

Siit/gayta drnegi

Eksl;r;l;slyon kiti —————————— PCRile floray1
le ———  olusturan tiim
: > olusturan tii
ekstraksiyonu PCR =——— vakierilerden

16S rRNA
cogaltilmasi.

|

Plazmid i¢ine
klonlama

Sekans analizi
Klonlanan 16S rRNA

amplikonlarinin
sekans analizi
sonucu siit/gayta
florasimi

olusturan bakterileri
oranlartyla

temsil eder.

A

En az 30 beyaz
koloni segilmesi

Segici besi yeri; ampisilin+X gal+IPTG

Sekil 4. Siit/gayta orneklerinden elde edilen DNA’min sekans analizine kadar olan

siirecini gosteren sematik ¢izim
Elektroforez

1 g agaroz tartildi ve 100 ml 0.5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) tamponu ekledi.
Mikrodalga firinda iyice homojen hale getirildikten sonra 50-60°C’ye kadar sogumasi
beklendi. Jel kalibi i¢ine dokiiliip tarak yerlestirilerek, agaroz katilagincaya dek beklendi.
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Elektroforez tankina alinan jeldeki kuyucuklara 1 pl Loading Dye ile karistirilan 5 pl
amplikon pipet yardimi ile konuldu. 100 Amperi gegmeyecek elektrik akimi verilerek 30 dk
yuriitiildi. Sonra 500 ml 0.5X TBE tamponu igerisine 100 ul (10mg/ml) Etidiyum
Bromiir’den eklenerek hazirlanmis tank icerisinde elektroforez jeli 10 dk. kadar boyanarak

goriintiileme sisteminde incelendi.
Ligasyon

5 pl amplikon
1 saat oda sicakliginda beklettikten sonra gece

5 ulpl id
pliplazmi boyunca buzdolabinda inkiibasyona birakild.

2 ul Ligaz Tamponu
1 ul Ligaz Enzimi

Ligasyon sonrasi presipitasyon yerine ligasyon karigimi 70°C’de 15 dk tutularak

enzim aktivitesinin giderilmesi saglanildi.
Presipitasyon

Ligasyon reaksiyonuna 80 pl distile su eklendi. 100 pl fenol kloroform
izoamilalkol eklenip karistirilarak 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust fazlar yeni bir
ependorfa alinarak (DNA ve plazmid bu asamada birlestirildi) 10 ul 3 M Na Asetat (pH:5.2)
eklenip karigtirildiktan sonra 600 pl %95-100 ethanol eklenerek karigtirildi. 20 dk -20°C’de
bekletildi. 20-30 dk >10 000 rpm’de +4°C’de santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak pellet iizerine
300 pl %70’1ik ethanol eklendi ve >10000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stvi atilarak pellet

kuruduktan sonra 17 pl steril distile suda ¢ozildii.

TRANSFORMASYON, TRANSFORMANTLARIN SECIMI ve ANALIZI
Elektrokompetan E. coli hiicrelerinin hazirlanmasi

E. coli DH10B ekilmis plaktan tek bir koloni alinarak 5 ml BHI (Brain-Heart
Infusion) broth besiyerine inokiile edilerek 37°C’de gecelik kiiltiire birakildi. Ertesi giin 50 ml
BHI broth igeren tiipe, 1 ml gecelik kiiltiirden inokiile edildi. 37°C’de yaklasik 3 saat inkiibe
edilerek ODgg ‘deki absorbans degeri OD 0.6-0.8 oluncaya kadar inkiibe edildi. Sonraki tim
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islemler soguk zincirde siirdiiriildii. Absorbansi 0.6-0.8’e erisen 50 ml bakteri kiltiiriini
iceren tiip 5000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Ust s1v1 uzaklastirilarak pellete 10
ml soguk steril distile su eklenerek homojenize edildi ve 5 dk buz igerisinde bekletildi.
+4°C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek iist siv1 atildi ve pellet iizerine tekrar 10 ml
steril soguk distile su eklenerek +4°C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Ust sivi
uzaklagtirilarak 10 ml soguk %10 gliserol iceren steril distile sudan eklenip karistirilirak
+4°C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve st sivi atildi. Tekrar {izerine 10 ml soguk
%10 gliserol igeren steril distile sudan eklenerek karistirildi ve +4°C’de 5000 rpm’de 10 dk.
santriftij edilip st siv1 atildi. Pellet iizerine %10 gliserol igeren steril distile sudan eklenerek
karistirildt ve 100 pl’lik boliimlere ayrildi. Hiicreler sivi nitrojenle dondurularak -80°C’de
yaklasik 6 ay kadar saklanarak transformasyon igin kullanilabilir hale getirildi.

Ampisilin-Xgal-IPTG Secici Besiyerinin Hazirlanmasi

BHIA (Brain Heart Infusion Agar)’dan 49 g tartildi ve 1 L distile suda eritilip
otoklavlandi. Otoklavdan g¢ikan besiyeri 50-60°C’ye kadar sogutuldu. Petriler icerisine 1 ml
steril distile su dagitildi. Bu suyun iizerine 100 pl IPTG (2mM), 50 pl %2’lik Xgal ve 20 pl
100 mg/ml’lik ampisilin soliisyonlar1 eklendi. Bunun iizerine 19 ml BHI Agar dokiiliip hafifce
karigtirildi. Olusan hava kabarciklar1 alev gegirilerek patlatildi.

Elektrotransformasyon

10 pl‘lik ligant 100 pl kopetant hiicre pipet yardimiyla karistirildi. 5 dk buz
icerisinde bekletildi. Kompetan hiicre-Ligant karisimi kompetan hiicre kiivetine aktarildi.
Elektroporatorde E. coli programi kullanilarak elektrik soku verildi. Soktan hemen sonra 1 ml
BHI siv1 besiyeri eklendi ve ependorf tiipii icerisinde 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda
Ampisin-Xgal-IPTG igeren besiyerlerinden birine 50 pl, digerine 200 ul olacak sekilde
yayildi.

Plaklarin Incelenmesi

Ampisin-Xgal-IPTG igeren plaklarda pUC18 i¢inde yabanct DNA yoksa koloniler
mavi, insert varsa beyaz renk verdi. Plazmid ekstraksiyonu igin beyaz kolonilerden 5-10

koloni secilerek, 100 pg/ml ampisilin iceren 2 ml BHI tiiplerine ekildi ve 37°C’de inkiibe
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edildi. Tiipte gelisen hiicrelerden daha 6nce belirtildigi sekilde plazmid ekstraksiyonu yapildi.

Plazmid restriksiyon enzimleriyle kesilip, elektroforezi yapilarak plazmid ve insert incelendi.

Kolonilerin PCR ile Analizi

M13 Forward ve M13 Reverse primerleri kullanilarak veya klonlanmaya ¢alisilan
gene spesifik primerler kullanilarak pUC18 igerisindeki insert cogaltilmaya ¢alisildi. PCR igin
0,2 ‘lik tiiplere 30 pl dagitilacak sekilde PCR miski hazirlanip dagitildi. Her tiip igerisine
beyaz kolonilerden bir tanesi petri iizerinde yeri numaralandirilarak alindi ve tiipte

homojenize edildi.

Amplifikasyon Programau:

94°C 5dk
94°C 30sn
SUC 30sn 35 siklus
72°C 60 sn
72°C 5dk

Amplikonlarin Incelenmesi

Amplifikasyondan sonra %2’lik jelde elektroforez yapilirak amplikonlarin

biiyiikliigii incelendi.

Plazmid Ekstraksiyonu ve Restriksiyonu

2 ml BHI brothda ¢ogalan koloniler plazmid ekstraksiyonuna tabi tutuldu.
Ekstraksiyondan sonra EcoRI enzimi ile rekombinant plazmidler kesildi. Elektroforez

yapilarak plazmid ve insert incelendi.

Amplikon sekansinin eldesi
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Elde edilen 16S rRNA amplikonlari, Giiney Kore’deki Macrogen firmasma gonderilmistir.
Ornekler, 96 kuyucuklu pleytler icine konulmus ve 6zel kargo sistemi ile Giiney Kore’ye
ulastirilmistir. Orneklerin iletimi sirasinda 1s1 kontrolii uygulanmamustir. Sekans sonuglar1 baz
dizilimi halinde tarafimiza elektronik posta ile ulagtirilmistir. Macrogen firmasinin sekans
analizi i¢in dye terminator sistemini ve 3730XL DNA sequencer (Applied Biosystem) cihazimni

kullanmaktadir (Www. macrogen.com).

Sekans analizlerinin yapilmasi

Giiney Kore’den gonderilen sekans dizilerinin analizi National Center of Biotechnology

Information ‘in web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-nucleotide

BLAST programi kullanilarak yapilmustir. ilgili 6rnegin isimlendirilmesi 16S rRNA’sina ait
sekans dizisi gen bankasiyla karsilastirildiktan sonra en yakin homoloji goésteren bakteri

tiirline gore yapilmustir.

Istatistiksel Degerlendirme

Calismamiz tamimlayict ¢alisma olup, bulgularin analizinde ylizde, ortanca,

ortalama ve standart sapma kullanilmistir.
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BULGULAR
OLGULARIN DEGERLENDIRILMESI

Toplam 10 bebek-anne ¢ifti ¢alismaya dahil edildi. Olgularin igii kiz, yedisi

erkekti. Timii term ve tekil gebelik olarak dogmustu. Dogum agirliklari )ortalama 3209+

677,3 (2040- 4500) [g] arasindaydi. Alt1 olgu dogumlarinin 0- 24. saatinde gesitli tanilarla

YYBU’ne yatirildi, bu olgulardan iigii antibiyotik tedavisi almist1. Tiim olgulara dogumlarm1

takiben emzirmeyle veya O/G kateter ile anne siitii verilmisti. Iki olguda yeterli anne siitii

gelmediginden dolayr formiil mama da verilmis, ii¢ olguya YYBU’ne kabul edilmelerini

takiben total parenteral nutrisyon (TPN) baslanmisti. TPN alan olgulara da ilk 24 saatte O/G

kateter ile anne siitii verilmisti (Tablo VI).

(E: Erkek,
K: Kiz,
C/S:
Sezaryen
seksiyo,
NSVD:
Normal
spontan
vajinal
dogum,
AY: Anne
yan,
YYBU:
Yenidoga
n  yogun
bakim
initesi,
DAB:
Diyabetik

anne

{ Aciklama [gg157]:

o '{Aglklama [gg158]:

“:“‘{Aglklama [gg159]:

Tablo VI. Olgularin demografik ve klinik oézellikleri
Olgu | Dogum | Cinsiyet | Dogum izlem YYBU kalis | Tam Antibiyotik Anne | Formula |TPN
sekli agirhgr | yeri siiresi siitii ahm alim
(®) alim
1 C/S K 3000 AY 0 Saglikli + - -
2 C/S E 3780 AY 0 Saglikli + - -
3 C/S E 3470 AY 0 Saglikli + - -
4 NSVD |E 3080 AY 0 Saglikli + - -
5 c/s K 4500 YYBU | 6 Saat DAB + + -
6 C/S K 2540 YYBU | 12giin Pnomotoraks Ampisilin, + - +
Gentamisin,
Sefotaksim
7 C/S E 3580 YYBU | 15giin DAB, Ampisilin, + + +
RDS Gentamisin,
Sefotaksim,
Klaritromisin
8 C/S E 3000 YYBU | 3giin MA Ampisilin, + - +
Gentamisin
9 C/S E 2040 YYBU | 2giin UGG, + - -
10 NSVD | E 3100 YYBU | 6 Saat Rh uyusmazlig, + - -

iHB
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bebegi, RDS: Respiratuar distres sendromu, MA: Mekonyum aspirasyonu, TUGG: Intrauterin gelisme geriligi,
IHB: Indirekt hiperbilurubinemi)

Olgularm anne yaslar1 ortalama 27,4+4,6 (21- 35) yil idi. Ug olgunun annesinin
ilk dogumu idi. Annelerin gebelik sayilar1 ortanca degeri 2 (1- 3) idi. Tiim anneler gebelik
boyunca profilaktik olarak demir tedavisi almis, bir anne haricinde tamami folik asit
kullanmisti. Dokuz anne hamilelik boyunca ve dogum sonrasinda probiyotik gidalar (yogurt,
kefir, boza) almigken bir anne almamisti. Bir annede gebelige bagli diyabetes mellitus ve
hipertansiyon gelismis ve diyet ile diizenlenmisti. Bir annede de yine diyet ile diizenlenen
gestasyonel diyabetes mellitus ve ek olarak polihidramnios mevcuttu. C/S ile dogum yapan
sekiz anneye dogum sirasinda ve dogum sonrasi altinct saatte cerrahi profilaksi igin parenteral

sefazolin uygulanmisti (TabloVII).

Tablo VII. Annelerin gebelik, dogum ve sosyodemografik ozellikleri

Olgu |AY DS GS | Demir | Vitamin | HPB | DSPB | Hastalik | Antibiyotik [ ED [ YY | Akrabahk
i)
1 25 C/S 4 Evet Hayir Evet |Evet | Yok Sefazolin 100 | Sehir | Yok
2 28 C/S 1 Evet FA Evet |Evet | Yok Sefazolin Lise | Sehir | Yok
3 29 C/S 2 Evet FA Hayir | Hayir | Yok Sefazolin 00 | Sehir | Yok
4 24 NSVD | 2 Evet FA Evet |Evet | Yok Yok i00 | Koy | Var
5 35 C/S 3 Evet FA Evet |Evet |GDM, [ Sefazolin Unv [1lge | Yok
GHT
6 21 C/S 1 Evet FA Evet |Evet | Yok Sefazolin Lise | Sehir | Yok
7 25 C/S 2 Evet FA Evet |Evet | GDM Sefazolin Lise | llge | Yok
8 34 C/S 3 Evet FA Evet | Evet [ Yok Sefazolin i00 | ilge | Yok
9 23 C/S 1 Evet FA Evet |Evet | Yok Sefazolin i00 | ilge | Yok
10 30 NSVD | 2 Evet FA Evet [Evet | Yok Yok i00 | ilge | var

(AY: Anne yast, DS: Dogum sekli, C/S: Sezaryen seksiyo, NSVD: Normal spontan vajinal dogum, GS:
Gebelik sayisi, FA: Folik asit, HPB: Hamilelik boyunca probiyotik alimi, DSPB: Dogum sonrasi probiyotik
alimi, GHT: Gestasyonel hipertansiyon GDM: Gestasyonel diyabetes mellitus ED: Egitim durumu, 100:

TIkogretim okulu, Unv: Universite)
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MOLEKULER DEGERLENDIRME

DNA ekstraksiyonu ve 16S rRNA amplifikasyonu

Fenolkloroform yontemiyle siit ve gayta orneklerinden DNA ekstraksiyonu
gerceklesmemesi nedeniyle tiim Orneklerden kit yontemi kullanilarak DNA ekstraksiyonu
yapilmaya ¢alisilmig, ancak siit Orneklerinde bu yodntemle de DNA amplifikasyonu

gergeklesmemistir.

Calisilan 10 siit 6rnegi ve 30 gayta olmak {izere toplam 40 drnekten 17’sinde 16S
rRNA fragmani ¢ogalmamistir. On siit 6rnegi ile Olgu 6’nin gayta drneklerinin higbirinden
DNA amplifikasyonu gergeklesmedi. Ek olarak Olgu 3’iin 1.giin, Olgu 7’nin 1 ve 3.giin ve
Olgu 8’in l.giin gayta orneginden DNA ekstraksiyonu yapilmasina ragmen 16S rRNA
amplifikasyonunun kullanilan yontemlerle negatif sonu¢ verdi. Siit Orneklerinde
amplifikasyon olmamasi bu orneklerden izole edilen DNA’larda bakteri DNA miktarmin
amplifikasyon i¢in yeterli olmamasina veya ekstraksiyon sirasinda inhibitdr varligma bagh
olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Resim 1°de DNA o&rneklerinin PCR sonrasi jel elektroforezdeki goriintiisii
izlenmektedir. Elektroforez sonrasinda tespit edilen DNA’lar kullanilarak 16S rRNA geni
¢ogaltilmistir. Beklenen boyda DNA fragmani gogaltilan 6rneklerde, DNA Marker olarak Pstl
enzimiyle kesilmis lambda faj DNA’s1 kullanilmistir. Amplikon boyutu yaklasik 1,3 kb olarak

belirlenmistir.
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13 17 15 441 4-3.4-? 45 21 2-3 2-1 25 6-1 6-3 6-7

1gap .
1i5eh = — — — — — —

Resim 1. Olgu 1, 4, 2, 6, 7’nin siit ve gayta érneklerinin PCR sonrasi jel

elektroforez goriiniimii

(DNA fragmanlari, %2’lik agaroz jelde 100 amp’de 30 dk elektroforeze tabi tutularak
ayrilmistir. M: Lambda Pstl marker, KNTRL: Kontrol negatif, gayta drekleri olgu numaralari
ve alman giin olarak gosterilmis, siit drnegi ise olgu numarasini takiben S harfiyle belirtilmistir.
Siit drnekleri ve Olgu 6’nin gayta orneklerinde DNA ekstraksiyonu saglanamadigindan, Olgu
7’nin 1 ve 3.giin gayta Omeginde yeterli uzunlukta amplikon elde edilemediginden

elektroforezde band olusumu gozlenmemistir.)

Klonlama

Ligasyon isleminden sonra elektroporasyon yontemi ile rekombinant DNA E.coli
DHI0B susuna aktarildi. Plazmidi alan bakteriler ampisilin, Xgal ve IPTG igeren segici
besiyerine ekildi. Bir giinliik inkiibasyondan sonra olusan kolonilerin bazilart mavi, bazilari
ise beyaz renkteydi. Mavi koloniler insert almamis, beyaz koloniler ise insert almis; yani PCR

ile cogaltilan fragmanlarin plazmid igerisine yerlestigi koloniler olarak tanimlanmistir (Resim
2).
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Resim 2. Beyaz ve renkli koloni se¢cimi

Her bir 6rnek icin klonlanan ve sekanslanan amplikon sayisi Tablo VIII’de
verilmistir. Amplikon elde edilemeyen siit ornekleri ve 7 gayta Ornegi disinda tim

orneklerden 23- 40 arasi klonlanmis 16S rRNA fragmani elde edilmistir.

Tablo VIII. Olgulardan 1, 3, 7.giinlerde elde edilen amplikon sayilari

1.Giin | 3.Giin | 7.Giin
n n n Toplam*

Olgu 1 26 23 24 73
Olgu 2 27 25 23 75
Olgu 3 0 27 26 53
Olgu 4 29 31 40 100
Olgu 5 30 30 32 92
Olgu 6 0 0 0 0

Olgu 7 0 0 32 32
Olgu 8 0 30 29 59
Olgu 9 40 29 27 96
Olgu 10 36 30 30 96
Toplam** | 188 225 263 676

*Satir toplamu

**Siitun toplami
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BULGULARIN DEGERLENDIRILMESI

10 anne-bebek ¢iftinden her bebek i¢in 1, 3 ve 7.glinlerde alinan ii¢ gayta drnegi
calismaya alindi. Bir olgunun higbir gayta 6rneginden (Olgu 6) amplikon elde edilemezken ii¢
olguda (Olgu 3, 7, 8) birinci giin gayta drneginde ve bir olguda (Olgu 7) iigiinci giin gayta

orneginden amplikon elde edilemedi.

Tiim bulgular degerlendirildiginde sekans analizi sonucunda 5 filum, 32 cins ve
80 tiire ait 676 bakteri bulundu. 676 bakterinin 322’si (%47,6) Firmicutes, 252’si (%37,3)
Proteobacteria, 83’1 (%12,3) Bacteroidetes, 18’1 (%2,7) Actinobacteria ve 1 tanesi (%0,1)
Chloroflexi filumuna aitti (Sekil 5).

Tanilanan Bakterilerin Filum Dagilimi (%)

2,66 0,15

B Firmicutes

M Protecbacteria
w Bacteroidetes
B Actinobacteria

m Chloroflexi

Sekil 5. Sekans analizi sonucu tamilanan bakterilerin filumlarina gore dagilimm
En sik rastlanan bakteri cinsi Streptococcus (%26) olup bunu sirasiyla Escherichia

(%15,83), Enterobacter (%10,95), Bacteroides (%10,65) ve Enterococcus (%10,5) izliyordu
(Tablo IX).
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Tablo IX. Sekans sonucuna gore saptanan bakteri cinsleri (n=32) ve toplam amplikon

sayilari
Say1 | Yiizde** Say |Yiizde
Cins Ad1 * (%) Cins Ad1 1 (%)
Streptococcus 176 26,04 Rothia 3 0,44
Escherichia 107 15,83 Shigella 3 0,44
Enterobacter 74 10,95 Salmonella 2 0,3
Corynebacteriu

Bacteroides 72 10,65 m 2 0,3
Enterococcus 71 10,5 Blautia 1 0,15
Veillonella 36 5,33 Averyella 1 0,15
Staphylococcus 23 3.4 Sphaerobacter |1 0,15
Klebsiella 20 2,96 Janibacter 1 0,15
Raoultella 12 1,78 Micrococcus 1 0,15
Propionibacteriu

m 11 1,63 Gemella 1 0,15
Parabacteroides |11 1,63 Lactococcus 1 0,15
Citrobacter 11 1,63 Edwardsiella 1 0,15
Clostridium 9 1,33 Erwinia 1 0,15
Haemophilus 9 1,33 Kluyvera 1 0,15
Acinetobacter 8 1,18 Paracoccus 1 0,15
Lactobacillus 4 0,59 Serratia 1 0,15

*{lgili cinsin toplam amplikon sayisi

**{lgili cinsin toplam amplikondaki (n=676) yiizdesi

Sekans sonuglarina gore 676 adet bakteri tiirii saptand1 ve Ek 5’de ait olduklari
olgularla birlikte gosterildi.

Orneklerin toplammna bakildiginda en sik rastlanan bakteriler; Escherichia coli
(%15,4), Streptococcus salivarius (%15,1), Enterococcus faecalis (%9,9), Bacteroides

vulgatus (%9,3) ve Enterobacter aerogenes (%38,2) idi (Ek 6).

ORNEK ALIM GUNLERINE GORE DEGERLENDIRME

Amplifikasyon ve klonlama yapilan 23 gayta Grneginde, 1.giin 6 olguda 188,
3.giin 8 olguda 225 ve 7.giin 9 olguda 263 adet bakteri tespit edildi (Sekil 6). Ornek alim
giinleri ilerledik¢e bakteri sayilarinda artig gdzlendi.
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Bakteri Sayilarmn Giinlere Gire Dagihimi (%)

1.Gin (188) 3.Gin(225) 7.Gin (263)

Sekil 6. Giinlere gore toplam bakteri sayilar ve yiizdeleri

Giinlere gore filumlara ait bakterilere baktigimizda, 1.giin Firmicutes (%43,6),
Proteobacteria (%46,8), Actinobacteria (%6,5), Bacteriodetes (%6,5), Chloroflexi (%0,5);
3.giin Firmicutes (%58,2), Proteobacteria (%28), Bacteriodetes (%12), Actinobacteria
(%1,8); 7.giin Firmicutes (%41,4), Proteobacteria (%38,4), Bacteriodetes (%19,4),
Actinobacteria (%0,8) saptand1 (Sekil 7).

. Giinlere Gore Filum Dagilimi (%)

60

50

55 | Firmicutes
| Proteobacteria

30 1 Actinebacteria

20 B Bacteriodetes
® Chloroflexi

10

0
1Giin 3.Gin 7.Giin

Sekil 7. Giinlere gore filum dagilim
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1.Giin

Dogum sonrasi 24. saatini tamamlayan 10 olgunun 6’sinin gayta Orneginde

toplam 5 filum (Sekil 5) ve 11 cinse ait 188 bakteri saptandi (Sekil 6).

Tanimlanan cinsler sirasiyla; Streptococcus (%41,5), Escherichia (%31,4),
Enterobacter (%13,4), Propionibacterium (%5,6), Bacteroides (% 2,7), Lactobacillus (%]1,7),
Citrobacter (%1,7), Corynebacterium (%0,5), Lactococcus (%0,5), Raoultella (%0,5),
Sphaerobacter (%0,5) idi (Sekil 8).

1.Giin Cins Dagihm (%)

ES

Bt i Pt o L L s s
CclLonounonowm

Sekil 8. 1.giin cins dagilim

Olgular1 bakteri diizeyinde inceledigimizde; Escherichia coli (%29,8),
Streptococcus  salivarius (%23,4), Streptococcus thermophilus (%12,2), Enterobacter
aerogenes (%11,7), Propionibacterium acns (%5,3), Streptococcus vestibularis (%4,2),
Bacteroides vulgatus (%2,6), Citrobacter freundii (%]1,6), Escherichia fergusonii (%1,1),
Enterobacter cloacae (%0,54), Enterobacter hormaechei (%0,54), Enterobacter ludwigii
(%0,54), Corynebacterium accolens (%0,54), Escherichia hermannii (%0,54), Lactobacillus
murinus (%0,54), Lactobacillus paracase (%0,54), Lactobacillus rhamnosus (%0,54),
Lactococcus garvieae (%0,54), Propionibacterium granulosum (%0,54), Raoultella
planticola (%0,54), Sphaerobacter thermophilus (%0,54), Streptococcus anginosus (%0,54),
Streptococcus infantis (%0,54), Streptococcus sanguinis (%0,54) tespit edildi (Sekil 9).
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1.Giin Bakteri Tiir Dagilimm (%)
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Sekil 9. 1.giin bakteri tiir dagilim

3.Giin

Dogum sonrasi 72. saatini tamamlayan 9 olgudan 8 inin 3.giin gaytasinda yapilan
sekans analizinde 4 filum (Sekil 5) ve 19 cinse ait 225 adet bakteri (Sekil 6) tespit edildi.
YYBU’nde izlenen ve antibiyotik tedavisi alan bir olguda (Olgu 7) amplikona rastlanmadi.

3.glin cins dagilimi siklik sirasmna gore; Streptococcus (%36), Enterococcus
(%]14), Bacteriodes (%12), Escherichia (%10,2), Enterobacter (%8), Staphylococcus (%6,3),
Acinetobacter (%3,5), Haemophilus (%2,7), Veillonella (%]1,8), Shigella (%0,9), Rothia
(%0,9), Raoultella (%0,9), Janibacter (%0,4), Micrococcus (%0,4), Paracoccus (%0,4),
Lactobacillus (%0,4), Salmonella (%0,4), Citrobacter (%0,4), Averyalla (%0,4) seklindeydi
(Sekil 10).
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3. Giin Cins Dagilimi (%)

Sekil 10. 3.giin cins dagilim

Ornekleri tiir diizeyinde inceledigimizde sirasiyla; Streptococcus salivarius
(%23,6), Enterococcus faecalis (%12,4), Bacteroides vulgatus (%11,1), Escherichia coli
(%10,2), Streptococcus thermophilus (%7,1), Enterobacter aerogenes (%6,2), Staphylococcus
epidermidis (%3,1), Haemophilus parainfluenzae (%2,22), Acinetobacter guillouiae (%1,33),
Enterococcus durans (%1,33), Staphylococcus aureus (%1,33) ,Streptococcus oralis (%1,33),
Streptococcus sanguinis (%1,33), Veillonella parvula (%1,33), Acinetobacter berezinae
(%0,9), Acinetobacter bouvetii  (%0,9), Enterobacter cloacae (%0,9), Raoultella
ornithinolytic (%0,9), Rothia mucilaginosa (%0,9), Staphylococcus hominis (%0,9),
Streptococcus mitis, Streptococcus pneumoniae (%0,9), Acinetobacter johnsonii (%0,44),
Averyella dalhousiensis (%0,44), Bacteroides dorei (%0,44), Bacteroides uniformis (%0,44),
Citrobacter freundii (%0,44), Enterobacter hormaechei (%0,44), Enterobacter ludwigii
(%0,44), Haemophilus influenzae (%0,44), Janibacter sanguinis (%0,44), Lactobacillus casei
(%0,44), Micrococcus terreus (%0,44), Paracoccus chinensis (%0,44), Salmonella enterica
(%0,44), Shigella flexneri (%0,44), Shigella sonnei (%0,44), Staphylococcus capitis (%0,44),
Staphylococcus haemolyticus (%0,44), Streptococcus lactarius (%0,44), Streptococcus suis

(%0,44), Veillonella dispar (%0,44) tespit edildi (Sekil 11).
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3.Giin Bakteri Tiir Dagilinm (%)

%

£33

Sekil 11. 3.giin bakteri tiir dagilinm

7.Giin

Toplam 9 olgunun 7.giin gaytasinda yapilan sekans analizinde 4 filum (Sekil 5) ve
23 cinse (Sekil 6) ait 263 adet bakteri tespit edildi.

Cins dagiliminda ilk sirada FEnterococcus (%15,2) ve Bacteriodes (%15,2)
bulunuyor, bunlar1 sirasiyla Veillonella (%12,2), Enterobacter (%11,7), Escherichia (%9,5),
Klebsiella (%7,6), Streptococcus (%6), Parabacteroides (%4,2), Staphylococcus (%3,8),
Clostridium (%3,4), Roultella (%3,4), Citrobacter (%2,7), Haemophilus (%1,1), Blautia
(%0,4), Corynebacterium (%0,4), Gemella (%0,4), Rothia (%0,4), Erwinia (%0,4), Kluyvera
(%0,4), Edwardsiella (%0,4), Serratia (%0,4), Salmonella (%0,4), Shigella (%0,4) izliyordu
(Sekil 12).
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7. Giin Cins Dagilimi (%)

Sekil 12. 7.giin cins dagilim

7.giinde tiir diizeyinde tespit edilen bakteriler sirasiyla; Enterococcus faecalis
(%14,8), Bacteroides vulgatus (%12,5), Escherichia coli (%9,5), Enterobacter aerogenes
(%7,6), Veillonella ratti (%5,3), Klebsiella pneumoniae (%3,4), Enterobacter cloacae (%3),
Staphylococcus  epidermidis (%3), Streptococcus thermophilus (%2,3), Raoultella
ornithinolytica (%2,3), Citrobacter freundii (%2,3), Veillonella dispar (%]1,8), Streptococcus
salivarius  (%1,8), Clostridium paraputrificum (%1,8), Bacteroides clarus (%1,8),
Streptococcus  parasanguinis  (%1,4), Clostridium  perfringens (%1,2), Haemophilus
parainfluenzae (%1,2), Veillonella tobetsuensis (%]1,2), Raoultella planticola (%0,7),
Bacteroides ovatus (%0,4), Bacteroides stercorirosoris (%0,4), Blautia luti (%0,4),
Citrobacter diversus (%0,4), Clostridium tertium (%0,4), Corynebacterium simulans (%0,4),
Edwardsiella tarda (%0,4), Enterobacter asburiae (%0,4), Enterobacter hormaeche (%0,4),
Enterobacter ludwigii (%0,4), Enterococcus avium (%0,4), Erwinia amylovora (%0,4),
Gemella haemolysan (%0,4), Klebsiella variicola (%0,4), Kluyvera cryocrescens (%0,4),
Raoultella terrigena (%0,4), Rothia mucilaginosa (%0,4), Salmonella enterica (%0,4),
Serratia marcescens (%0,4), Shigella sonnei (%0,4), Staphylococcus hominis (%0,4),
Streptococcus lactarius (%0,4), Streptococcus mitis (%0,4) idi (Sekil 13).
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7.Giin Bakteri Tir Dagihimi (%)

Sekil 13. 7.giin bakteri tiir dagilimm

DOGUM SEKLIiNE GORE DEGERLENDIRME

Vajinal yol ile dogan iki olguda 1.giin 5 filum (Proteobacteria %72,3, Actinobacteria %16,9,
Bacteriodetes %7,7, Firmicutes %1,6, Chloroflexi %1,5), 3.glin 4 filum (Bacteriodetes %
44,3, Proteobacteria %36, Firmicutes %16,4, Actinobacteria %3,3) ve 7.giin 4 filum
(Bacteriodetes %72,9, Firmicutes %20, Proteobacteria %7,1) tespit edildi (Sekil 14).

Vajinal Dogan Olgularda Tiim Giinler i¢in Filum Dagili (%)
%
80 72,3 72,9
70
60
= Firmicutes
50
= Proteobacteria
a0 W Bacteroidetes
30 m Actinobacteria
20 m Chloroflexi
10
0

Sekil 14. Vajinal dogan olgularda tiim giinler i¢in filum dagilim
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Cinslere gore degerlendirdigimizde 1.giin 11, 3.glin 8 ve 7.giin 4 cinse ait
bakteriler tanimlandi.

l.glin Escherichia (%67,7), Propionibacterium (%15,4), Bacteroides (%7,7),
Enterobacter (%4,7), Sphaerobacter (%1,5), Corynebacterium (%1,5), Lactobacillus (%]1,5)
tespit edildi.

3.giin Bacteroides (%44,3), Enterococcus (%27,9), Staphylococcus (%11,5),
Escherichia (%6,6), Veillonella (%4,9), Micrococcus (%]1,6), Paracoccus (%1,6), Janibacter
(%1,6) saptandi.

7.giin sirasiyla Bacteroides (%57,1), Enterococcus (%20,0), Parabacteroides

(%15.8), Escherichia (%7,1) tespit edildi (Sekil 15).

Vajinal Dogan Olgularda Tiim Giinler Icin Cins
Dagilimi (%)
%
100 ik
90 iger
80 4 = Veillonella
70 u Staphylococcus
gg ¥ Parabacteroides
40 T = Enterobacter
30 u Escherichia
20 ® Enterococcus
13 ® Bacteroides
1.Gln 3.Gin 7.Gin

Sekil 15. Vajinal dogan olgularda tiim giinler icin cins dagilim

Tiirlere gore degerlendirdigimizde vajinal dogan olgularda 1.giin 65, 3.giin 61,
7.giin 70 adet bakteri tanimlandi.

l.glin swrastyla Escherichia coli (%66,2), Propionibacterium acnes (%15,4),
Bacteroides vulgatus (%7,7), Corynebacterium accolens (%1,5), Enterobacter aerogenes
(%1,5), Enterobacter cloacae (%1,5), Enterobacter hormaechei (%1,5), Escherichia
fergusonii (%1,5), Lactobacillus murinus (%1,5), Sphaerobacter thermophilus (%]1,5) tespit
edildi.
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3.giin Bacteroides vulgatus (%41), Enterococcus faecalis (%23), Escherichia coli
(%6,6), Enterococcus durans (% 5), Staphylococcus aureus (%5), Staphylococcus hominis
(%3,3), Veillonella parvula (%3,3), Micrococcus terreus (%1,6), Paracoccus chinensis
(%1,6), Janibacter sanguinis (%1,6), Staphylococcus epidermidis (%1,6), Staphylococcus
haemolyticus (%1,6), Veillonella dispar (%1,6), Bacteroides uniformis (%]1,6), Bacteroides
dorei (%1,6) saptandi.

7.giin  Bacteroides vulgatus (%47,1), Enterococcus faecalis (%20,0),
Parabacteroides distasonis (%15,7), Escherichia coli (%7,2), Bacteroides clarus (%7,2),

Bacteroides ovatus (%1,4), Bacteroides stercorirosoris (%1,4) tespit edildi (Sekil 16).

Vajinal Dogan Olgularda Giinlere Gire Bakteri Tiir Dagilimi
(o)
%
w Diger
100 i
= Veillonellaparvula
90 o
80 u Staphy lococcus hominis
70 = Staphylococcus aureus
60 ® Sphaerobacter thermophilus
50 ® Propionibacterium acnes
40 = Parabacteroides distagonis
30 B Escherichiacoli
i B Enterococcus faecalis
10
o ® Enterococcus durans
mEB: ‘0l "ulgatus
1.Gin 3.Giin 2.Gin Bacteroides vulgatus

Sekil 16. Vajinal dogan olgularda giinlere gore tiir dagilimi

Sezaryen ile dogan sekiz olgunun 1.giin dordiinde 3 filum; 3.giin altisinda 3 filum
ve 7.gin yedisinde 3 filum tespit edildi. Filum dagilimi 1.glin Firmicutes (%65,9),
Proteobacteria (%33,3), Actinobacteria (%0,8); 3.giin Firmicutes (%63,4), Proteobacteria
(%35,4), Actinobacteria (%1,2); 7.glin Proteobacteria (%A49,8), Firmicutes (%49,2),
Actinobacteria (%1) seklindeydi (Sekil 17).
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Sezaryen Ile Dogan Olgularda Tiim Giinler I¢in
Filum Dagilimi (%)

70
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50
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10
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1.Giin 3.Glun 7.Gun

Sekil 17. Sezaryen ile dogan olgularda tiim giinler icin filum dagilim

Bu olgularda ilk giin 8, 3.giin 15 ve 7.giin 21 cins bakteri tanimlandi.

1.gilin tanilanan cinsler; Streptococcus (%63.,4), Enterobacter (%18), Escherichia
(%12,2), Citrobacter (%2,4), Lactobacillus (%1,6), Propionibacterium (%0,8), Lactococcus
(%0,8) ve Raoultella (%0,8) idi.

3.giinde Streptococcus (%49,4), Escherichia (%11,6), Enterobacter (%11),
Enterococcus (%8,5), Acinetobacter (%5), Staphylococcus (%4,3), Haemophilus (%3,6),
Veillonella (%0,6), Citrobacter (%0,6), Lactobacillus (%0,6), Raoultella (%]1,2), Shigella
(%1,2), Rothia (%1,2), Salmonella (%0,6)ve Averyella (%0,6) tespit edildi.

7.giin tamimlanan cinsler; Veillonella (%16,6), Enterobacter (%16), Enterococcus
(%13.,5), Escherichia (%10,4), Klebsiella (%10,4), Streptococcus (%38,3), Staphylococcus
(%5,2), Clostridium (%4,7), Raoultella (%4,7), Citrobacter (%3,6), Haemophilus (%1,6),
Shigella (%0,5), Rothia (%0,5), Salmonella (%0,5), Serratia (%0,5), Edwardsiella (%0,5),
Kluyvera (%0,5), Erwinia (%0,5), Gemella (%0,5), Corynebacterium (%0,5), Blautia (%0,5)
idi (Sekil 18).
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Sezaryen Ile Dogan Olgularda Tiim Giinler Icin Cins

Dagilimi (%)
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Sekil 18. Sezaryen ile dogan olgularda tiim giinler i¢in cins dagilim

Tiir bazinda degerlendirdigimizde sezaryen ile dogan olgularda 1.giin 123, 3.giin
164 ve 7.giin 193 adet bakteri tespit edildi.

l.giin swrastyla Streptococcus salivarius (%35,8), Streptococcus thermophilus
(%18,7), Enterobacter aerogenes (%17), Escherichia coli (%]10,6), Streptococcus vestibularis
(%6,5), Citrobacter freundii (%2,4), Enterobacter ludwigii (%0,8), Escherichia fergusonii
(%0,8), Escherichia hermannii (%0,8), Lactobacillus paracase (%0,8), Lactobacillus
rhamnosus (%0,8), Lactococcus garvieae (%0,8), Propionibacterium granulosum (%0,8),
Raoultella planticola (%0,8), Streptococcus anginosus (%0,8), Streptococcus infantis (%0,8),
Streptococcus sanguinis (%0,8) saptand.

3.giin Streptococcus salivarius (%32,3), Escherichia coli (%11,6), Streptococcus
thermophilus (%9,8), Enterobacter aerogenes (%8,5), Enterococcus faecalis (%8,5),
Staphylococcus epidermidis (%3,8), Haemophilus parainfluenzae (%3), Streptococcus
sanguinis  (%1,8), Acinetobacter guillouiae (%1,8), Streptococcus oralis (%]1,8),
Streptococcus mitis (%1,2), Streptococcus pneumoniae (%1,2), Acinetobacter berezinae
(%1,2), Acinetobacter bouvetii (%1,2), Enterobacter cloacae (%1,2), Raoultella
ornithinolytic (%1,2), Rothia mucilaginosa (%1,2), Salmonella enterica (%0,6), Shigella
[flexneri (%0,6), Shigella sonnei (%0,6), Staphylococcus capitis (%0,6), Streptococcus
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lactarius (%0,6), Haemophilus influenzae (%0,6), Lactobacillus casei (%0,6), Enterobacter
hormaechei (%0,6), Enterobacter ludwigii (%0,6), Acinetobacter johnsonii (%0,6), Averyella
dalhousiensis(%0,6), Citrobacter freundii (%0,6), Streptococcus suis (%0,6), Veillonella
parvula (%0,6) tiirll saptand.

7.glin bakterilerinin tiir bazinda dagilimi; Enferococcus faecalis (%13),
Enterobacter aerogenes (%10,4), Escherichia coli (%10,4), Veillonella ratti (%7,3),
Veillonella parvula (%S5,2), Klebsiella oxytoca (%S5,2), Klebsiella pneumoniae (%4,7),
Staphylococcus epidermidis (%4,1), Enterobacter cloacae (%4,1), Citrobacter freundii
(%3,1), Raoultella ornithinolytica (%3,1), Streptococcus thermophilus (%3,1), Veillonella
dispar (%2,6), Streptococcus salivarius (%2,6), Clostridium paraputrificum (%2,6),
Streptococcus  parasanguinis  (%2,1), Veillonella tobetsuensis (%1,6), Haemophilus
parainfluenzae (%1,6), Clostridium perfringens (%1,6), Raoultella planticola (%]1,1), Blautia
luti (%0,5), Citrobacter diversus (%0,5), Clostridium tertium (%0,5), Corynebacterium
simulans (%0,5), Edwardsiella tarda (%0,5), Enterobacter asburiae (%0,5), Enterobacter
hormaechei (%0,5), Enterobacter ludwigii (%0,5), Enterococcus avium (%0,5), Erwinia
amylovora (%0,5), Gemella haemolysan (%0,5), Klebsiella variicola (%0,5), Kluyvera
cryocrescens (%0,5), Raoultella terrigena (%0,5), Rothia mucilaginosa (%0,5), Salmonella
enterica (%0,5), Serratia marcescens (%0,5), Shigella sonnei (%0,5), Staphylococcus hominis

(%0,5), Streptococcus lactarius (%0,5), Streptococcus mitis (%0,5) seklindeydi (Sekil 19).

Sezaryen Ile Dogan Olgularda Giinlere Gére Bakteri Tiir
) g g
Dagilimi (%)
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Sekil 19. Sezaryen ile dogan olgularda giinlere gore bakteri tiir dagilim
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Sezaryen ve vajinal dogan olgular toplam bakteri cinsleri agisindan
karsilastirildiginda vajinal yol ile dogan olgularda ilk sirada Bacteroides, Escherichia ve
Enterococcus; sezaryen ile dogan olgularda ise Streptococcus, Enterobacter ve Escherichia
yer aliyordu. Ayrica sezaryen ile dogan olgularda patojen olan Salmonella ve Shigella cinsi

bakteriler de herhangi bir semptoma yol agmadan gaita érneklerinde tespit edildi (Sekil 20).

Dogum Sekline Gére Tiim Giinler Icin Cins Dagilinm
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Sekil 20. Tiim giinler i¢in dogum sekline gore cins dagilim

BESLENME SEKLINE GORE DEGERLENDiRME

Sadece anne siitiiyle beslenen 7 olgunun besinden (Tablo 6) alinan 1.giin gayta
orneklerinde sekans analizi sonucu 5 filum ve 10 cinse ait 158 adet bakteri tespit edildi.

Olgularm filum dagilimi 1.giin igin Proteobecteria (%55,7), Firmicutes (%32,9),
Actinobacteria (%7,6), Bacteroidetes (%3,2) ve Chloroflexi (%0,6) seklindeydi.

3.giin olgularin tamamindan alinan gayta drneklerinde sekans analizi sonucunda 4
filum ve 19 cinse ait 195 adet bakteri saptandi. 3.giin filum dagilimi Firmicutes (%51,9),
Proteobecteria (%32,3), Bacteroidetes (%13,8), Actinobacteria (%2) idi.

7.giin alinan gayta drneklerinde ise 4 filum ve 23 cinse ait 199 adet bakteri tespit
edildi. 7.giin filum dagilimi Proteobecteria (%43,2), Firmicutes (%30,2), Bacteroidetes
(%25,6), Actinobacteria (%]1) seklindeydi (Sekil 21).
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Sadece Anne Siitii Alan Olgularda Tiim Giinler igin
Filum Dagihim (%)
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Sekil 21. Sadece anne siitii alan olgularda tiim giinler icin filum dagilim

Anne siitii ile beslenen olgulardaki cins dagilimini degerlendirdigimizde 1.giin;
Escherichia (%37,3), Streptococcus (%31), Enterobacter (%15,8), Propionibacterium (%6,9),
Bacteroides (%3,2), Lactobacillus (%2), Citrobacter (%2), Corynebacterium (%0,6),
Raoultella (%0,6), Sphaerobacter (%0,6) tespit edildi.

3.giin cins dagihmi; Streptococcus (%26,7), Enterococcus (%15,4), Bacteroides
(%14), Escherichia (%12), Enterobacter (%9,2), Staphylococcus (%7,1), Acinetobacter
(%4,1), Haemophilus (%3), Veillonella (% 2), Raoultella (%), Shigella (%1), Rothia (%1),
Lactobacillus  (%0,5), Citrobacter (%0,5), Janibacter (%0,5), Micrococcus (%0,5),
Paracoccus (%0,5), Salmonella (%0,5), Averyella (%0,5) seklindeydi.

7.giin cins dagihmi; Escherichia (%18,1), Enterobacter (%17,2), Bacteroides
(%13,6), Veillonella (%9), Streptococcus (%7), Parabacteroides (%5,5), Klebsiella (%S5),
Raoultella  (%A4,5), Enterococcus (%4,5), Staphylococcus (%4), Citrobacter (%3,6),
Clostridium (%1,5), Haemophilus (%1,5), Blautia (%0,5), Corynebacterium (%0,5),
Edwardsiella (%0,5), Erwinia (%0,5), Gemella (%0,5), Kluyvera (%0,5), Rothia (%0,5),
Salmonella (%0,5), Serratia (%0,5), Shigella (%0,5) idi (Sekil 22).
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Sadece Anne Siitii Alan Olgularda Tiim Giinler Icin
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Sekil 22. Sadece anne siitii alanlarda tiim giinler i¢in cins dagilimm

Bu olgulardaki bakteri tiirii dagilimina baktigimizda 1.giin karsilasilan bakteriler;
Escherichia coli (%35,4), Streptococcus salivarius (%16,5), Enterobacter aerogenes (%14),
Streptococcus  thermophilus  (%8,2), Propionibacterium acnes (%6,3), Streptococcus
vestibularis (%5,1), Bacteroides vulgatus (%3,2), Citrobacter freundii (%2), Escherichia
fergusonii  (%2), Corynebacterium accolens (%0,6), Enterobacter cloacae (%0,06),
Enterobacter hormaechei (%0,6), Enterobacter ludwigii (%0,6), Escherichia hermannii
(%0,6), Lactobacillus murinus (%0,6), Lactobacillus paracase (%0,6), Lactobacillus
rhamnosus (%0,6), Propionibacterium granulosum (%0,6), Raoultella planticola (%0,6),
Streptococcus anginosus (%0,6), Streptococcus infantis (%0,6) idi.

3.glin tespit edilen bakteriler; Streptococcus salivarius (%18,5), Enterococcus
faecalis (%13,8), Bacteroides vulgatus (%12,8), Escherichia coli (%11,8), Enterobacter
aerogenes (%7,2), Streptococcus thermophilus (%4,1), Staphylococcus epidermidis (%3,6),
Haemophilus parainfluenzae (%2,6), Veillonella parvula (%1,5), Streptococcus oralis (%1,5),
Staphylococcus aureus (%1,5), Enterococcus durans (%1,5), Acinetobacter guillouiae
(%1,5), Acinetobacter berezinae (%1), Acinetobacter bouvetii (%]1), Enterobacter cloacae
(%1), Raoultella ornithinolytic (%1), Rothia mucilaginosa (%1), Streptococcus pneumoniae
(%1), Staphylococcus hominis (%1), Acinetobacter johnsonii (%0,5), Averyella dalhousiensis
(%0,5), Bacteroides dorei (%0,5), Bacteroides uniformis (%0,5), Citrobacter freundii (%0,5),
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Enterobacter hormaechei (%0,5), Enterobacter ludwigii (%0,5), Haemophilus influenzae
(%0,5), Janibacter sanguinis (%0,5), Lactobacillus casei (%0,5), Micrococcus terreus
(%0,5), Paracoccus chinensis (%0,5), Salmonella enterica (%0,5), Shigella flexneri (%0,5),
Shigella sonnei (%0,5), Staphylococcus capitis (%0,5), Staphylococcus haemolyticus (%0,5),
Streptococcus lactarius (%0,5), Streptococcus mitis (%0,5), Streptococcus suis (%0,5),
Veillonella dispar (%0,5) seklindeydi.

7.glin saptanan bakteriler siklik sirasina gore Escherichia coli (%18,1),
Enterobacter aerogenes (%12,6), Bacteroides vulgatus (%10,1), Parabacteroides distasonis
(%5,5), Klebsiella oxytoca (%5,1), Veillonella parvula (%5,1), Enterococcus faecalis (%4,5),
Staphylococcus epidermidis (%3,5), Enterobacter cloacae (%3), Raoultella ornithinolytica
(%3), Citrobacter freundii (%3), Veillonella dispar (%2,5), Streptococcus salivarius (%2,5),
Streptococcus thermophilus (%2,5), Bacteroides clarus (%2,5), Clostridium perfringens
(%1,5), Haemophilus parainfluenzae (%1,5), Veillonella tobetsuensis (%]1,5), Streptococcus
parasanguinis (%1), Raoultella planticola (%]1), Bacteroides ovatus (%0,5), Bacteroides
stercorirosoris (%0,5), Blautia luti (%0,5), Citrobacter diversus (%0,5), Corynebacterium
simulans (%0,5), Edwardsiella tarda (%0,5), Enterobacter asburiae (%0,5), Enterobacter
hormaechei (%0,5), Enterobacter ludwigii (%0,5), Erwinia amylovora (%0,5), Gemella
haemolysan (%0,5), Kluyvera cryocrescens (%0,5), Raoultella terrigena (%0,5), Rothia
mucilaginosa (%0,5), Salmonella enterica (%0,5), Serratia marcescens (%0,5), Shigella

sonnei (%0,5), Staphylococcus hominis (%0,5), Streptococcus lactarius (%0,5), Streptococcus

mitis (%0,5) idi (Sekil 23).
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Sadece Anne Siitii Alan Olgularda Tiim Giinler Icin Tiir
Dagilimi (%)
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1.Giin 3.Gin 7.Gun

Sekil 23. Sadece anne siitii alan olgularda tiim giinler icin tiir dagilimm

Anne siitii ve formiil mama verilen iki olgunun (Tablo 6) birinde, 1 ve 3.giinde
amplikon yoktu (Ek 5).

l.glin Olgu 5’in sekans analizi sonucunda 1 filum (Firmicutes) ve 2 cinse ait
(%96,6 Streptococcus, %3,4 Lactococcus) 30 adet bakteri, 3.giin sekans analizi sonucunda 1
filum (Firmicutes) ve 2 cinse ait (%96,7 Streptococcus, %3,3 Enterococcus ) 30 adet bakteri
tespit edildi.

l.giin Olgu 5’de Streptoccus salivarius (%60), Streptococcus thermophilus
(%33,3), Streptococcus sanguinis (%3,3), Lactococcus garvieae (%3,3), 3.giin Streptoccus
salivarius (%56,7), Streptococcus thermophilus (%26,7), Streptococcus sanguinis (%10),
Streptococcus mitis (%3,3) ve Enterococcus faecalis (%3,3) tiirii tespit edildi. Bu bakterilerin
tamamu fakiiltatif anaerobdu.

7.glinde Olgu 5’in sekans analizi sonucunda 2 filum (%87,5 Firmicutes, %12,5
Proteobacteria) saptandi.

Bu olguda saptanan bakteriler Veillonella (%A43,7), Clostridium (%18,8),
Enterococcus (%12,5), Escherichia (%9,4), Streptococcus (%9,4), Enterobacter (%3,1),

Staphylococcus (%3,1) cinsine aitti.
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7.glinde Olgu 5°de tespit edilen bakteriler; Veillonella ratti (%A43,9), Clostridium
paraputrificum (%15,6), Enterococcus faecalis (%9,4), Escherichia coli (%9,4),
Streptococcus parasanguinis (%6,3), Staphylococcus epidermidis (%3,1), Clostridium tertium
(%3,1), Enterobacter cloacae (%3,1), Enterococcus avium (%3,1), Streptococcus
thermophilus (%3,1) idi.

YYBU’nde izlendigi dénemde yogun antibiyotik tedavisi alan Olgu 7’nin 1 ve
3.glin gayta Orneklerinde amplikona rastlanmadi. 7.glin gayta 6rneginde 2 filum (%65,7
Firmicutes, %34,3 Proteobacteria) 3 cinse ait 32 adet bakteri tespit edildi.

7.giin saptanan cins dagilimi Enterococcus (%65,7), Klebsiella (%31,2),
Enterobacter (%3,1) idi.

Ayni olguda saptanan bakteriler; Enterococcus faecalis (%65,7), Klebsiella
pneumoniae (%28,1), Enterobacter cloacae (%3,1), Klebsiella variicola (%3,1) idi.

Anne siitii ve formiil mama alan Olgu 5 ve Olgu 7’nin 7.giin gayta Ornekleri
karsilagtirildiginda, her ikisinde de ayni sayida ve aymi filumlara ait bakteriler tespit
edilmesine karsin bunlarin dagilimimdaki farkliliklar dikkat cekmekteydi.

Olgularm ikisinde de Firmicutes filumu en sik goriilen tip olup Olgu 5’de %87.,5,
Olgu 7°de %65,7 oranindaydi. Proteobacteria filum orani Olgu 7’de Olgu 5’e kiyasla daha
yiiksekti (sirastyla %34,3 ve %12,5) (Sekil 24).

Olgu 5 ve 7'nin 7. Giin Filum Dagihmi (%)

® Firmicutes

m Proteobacteria

0 L b= -
Olgu 5 Olgu 7

Sekil 24. Olgu 5 ve 7’nin 7.giin filum dagilimlar:
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Olgular1 7.giin cins diizeyinde degerlendirdigimizde Olgu 5’in gayta 6rneginde

daha fazla sayida cins oldugu goriildi ki bu durum Olgu 7’nin uzun dénem ¢oklu

antibiyoterapi almasi ve kompleks intestinal flora olusumunda gecikme ile agiklanabilir (Sekil

25).
Olgu 5 ve 7'nin 7. Giin Cins Dagilimlari (%)
%

100 : _
90 / = Staphylococcus
80 / " Streptococcus
70 u Escherichia
60 = Clostridium
50 e

u Veillonella

40 ) )
30 | = Enterobacter

20 / m Klebsiella

10 u Enterococcus

[4]
Olgu 5 Olau 7
Sekil 25. Olgu 5 ve 7’nin 7.giin cins dagilimlar:
Olgu 5’in cins diizeyindeki bakteriyel zenginligi dogal olarak tiir diizeyine de

yanstyordu. Olgu 5’de 7.giin 10 bakteri tiirii saptanirken Olgu 7°de sadece 4 bakteri tiirii tespit

edildi (Sekil 26).

100
90
20
70
60
50
40
30
20
10

Olgu 5 ve 7'nin 7. Giin Bakteri Tiir Dagihmlar: (%)

Olau 5 Olgu 7

= Enterococcus avnum

u Streptococenis themophihis
m Staphylococcns epidemudis
= Clostridin tertinm

® Streptococcus parasanguinis
= Escherichiacoli

= Clostodnun paraputrificiun
® Veillonellaratti

= Klebsiella variicola

= Enterobacter cloacae

= Elebsiella pnetmoniae

= Enterococcus faecalis

Sekil 26. Olgu 5 ve 7’nin 7.giin bakteri tiir dagihhmlar
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ANNE YANINDA iZLENEN OLGULARIN DEGERLENDIRILMESI

Saglikli ve anne yaninda izlenen, sadece anne siitiiyle beslenen 4 olgu
degerlendirildiginde 1.giinde bir olgunun gayta Orneginde amplikona rastlanmadi. 3 ve
7.glinlerde 4 olguda da bakteri saptandi. 1.gliin 4 filum; Proteobacteria (%70,8),
Actinobacteria (%14,6), Firmicutes (%13,4), Chloroflexi (%1,2), 3.gin 3 filum;
Proteobacteria (%51,9), Firmicutes (%43,4), Actinobacteria (%3,8), 7.giin 3 filum;
Proteobacteria (%46,9), Firmicutes (%30,1), Bacteriodetes (%23) tespit edildi (Sekil 27).

Anne Yaninda izlenen Olgularda Tiim Giinler icin Filum
Dagilimi (%)

m Proteobacteria

B Actmobacteria

L = Firmicutes
ﬁ u Chloroflexi
- | 7

T 7 m Bacteroidetes

1.Gun 3.Gin 7.G0n

Sekil 27. Anne yaninda izlenen olgularda tiim giinler i¢in filum dagilinu

Bu olgularda 1.giin 9 cins saptandi, bunlar; Escherichia (%38), Enterobacter
(%28), Propionibacterium (%13,4), Streptococcus (%11), Citrobacter (%3,6), Lactobacillus
(%2,4), Corynebacterium (%1,2), Sphaerobacter (%1,2), Raoultella (%]1,2) idi.

3.glin 19 cins tespit edildi, bunlar; Enterococcus (%27,4), Escherichia (%]18),
Enterobacter (%14,2), Acinetobacter (%17,5), Staphylococcus (%6,7), Streptococcus (%5,7),
Haemophilus (%5,7), Veillonella (%2,8), Shigella (%2), Rothia (%]1,9), Raoultella (%0,9),
Citrobacter (%0,9), Bacteroides (%0,9), Janibacter (%0,9), Micrococcus (%0,9), Paracoccus
(%0,9), Lactobacillus (%0,9), Salmonella (%0,9), Averyella (%0,9) seklindeydi.

7.glin 16 cinse ait bakteri saptandi. Bu cinslerin dagilimi; Escherichia (%15),
Enterococcus (%13,3), Veillonella (%]13,3), Bacteroides (%13,3), Enterobacter (%11,5),
Parabacteroides (%9,7), Klebsiella (%7,2), Citrobacter (%4,4), Haemophilus (%?2,6),
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Raoultella (%2,6), Clostridium (%2,6), Edwardsiella (%0,9), Serratia (%0,9), Streptococcus
(%0,9), Shigella (%0,9), Salmonella (%0,9) seklindeydi (Sekil 28).

Anne Yanmnda izlenen Olgularda Tiim Giinler icin Cins

Dagilimi (%)
o
100 ' Diger
= Klebsiella
601 1 : = Parabacteroides
u Bacteroides
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a0 B Acetobacter
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20 f ® Propionibacterinm
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1.Gin 3.G6in 7.Giln

Sekil 28. Anne yaminda izlenen olgularda tiim giinler icin cins dagilim

l.glin 82 adet bakteri tanimlandi. En sik rastlanan bakteriler Escherichia coli
(%35,4), Enterobacter aerogenes (%26,8), Propionibacterium acnes (%12,2), Streptococcus
salivarius (%6,1), Citrobacter freundii (%3,65), Streptococcus thermophilus (%3,65),
Corynebacterium accolens (%1,22), Enterobacter ludwigii (%1,22), Escherichia fergusonii
(%1,22), Escherichia hermannii (%1,22), Lactobacillus paracase (%1,22), Lactobacillus
rhamnosus (%1,22), Propionibacterium granulosum (%1,22), Raoultella planticola (%1,22),
Sphaerobacter thermophilus (%1,22), Streptococcus infantis (%1,22) idi.

3.giinde 106 adet bakteri tanimlandi. En sik rastlanan bakteriler Enterococcus
faecalis (%24,5), Escherichia coli (%17,9), Enterobacter aerogenes (%10,4), Haemophilus
parainfluenzae (%4,7), Acinetobacter guillouiae (%2,8), Streptococcus oralis (%2,8),
Enterococcus durans (%2,8), Staphylococcus aureus (%2,8), Acinetobacter berezinae (%1,9),
Acinetobacter bouvetii (%]1,9), Veillonella parvula (%1,9), Enterobacter cloacae (%1,9),
Rothia mucilaginosa (%1,9), Staphylococcus hominis (%]1,9), Acinetobacter johnsonii (%0,9),
Averyella dalhousiensis (%0,9), Bacteroides uniformis (%0,9), Citrobacter freundii (%0,9),
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Enterobacter hormaechei (%0,9), Enterobacter ludwigii (%0,9), Haemophilus influenzae
(%0,9), Janibacter sanguinis (%0,9), Lactobacillus casei (%0,9), Micrococcus terreus
(%0,9), Paracoccus chinensis (%0,9), Raoultella ornithinolytica (%0,9), Salmonella enterica
(%0,9), Shigella flexneri (%0,9), Shigella sonnei (%0,9), Staphylococcus epidermidis (%0,9),
Staphylococcus haemolyticus (%0,9), Streptococcus mitis (%0,9), Streptococcus pneumoniae
(%1,9), Veillonella dispar (%0,9) seklindeydi.

7.giinde 113 adet bakteri tanimlandi. En sik rastlanan bakteriler Escherichia coli
(%15), Enterococcus faecalis (%13,3), Parabacteroides distasonis (%9,7), Veillonella
parvula (%38), Klebsiella oxytoca (%17,8), Bacteroides vulgatus (%7,1), Enterobacter cloacae
(%4,9), Enterobacter aerogenes (%4,9), Bacteroides clarus (%4,9), Citrobacter freundii
(%3,9), Clostridium perfringens (%3,0), Raoultella ornithinolytica (%3,0), Veillonella
tobetsuensis (%3,0), Veillonella dispar (%3,0), Haemophilus parainfluenzae (%3,0),
Bacteroides ovatus (%), Bacteroides sp (%]1), Bacteroides stercorirosoris (%1), Citrobacter
diversus (%1), Edwardsiella tarda (%), Enterobacter asburiae (%)), Enterobacter
hormaechei (%)), Enterobacter Iludwigii (%1), Salmonella enterica (%1), Serratia

marcescens (%), Shigella sonnei (%), Streptococcus salivarius (%1) idi (Sekil 29).

Anne Yaninda izlenen Olgularda Tiim Giinler
icin Bakteri Tiir Dagilimi (%)
%
100 = Diger
80 @ Bacteroides vulgatus
= Veillonellaparvula
% = Enterococcus faecalis
40 H Streptococcus salivariug
20 = Propionibacteriumacnes
= Enterobacter aerogenes
9 ® Escherichiacoli
1.Gim 3.Gin 7.Gim

Sekil 29. Anne yaminda izlenen olgularda tiim giinler icin bakteri tiir dagilhimm
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YENIDOGAN YOGUN BAKIM UNITESINDE iZLENEN OLGULARIN
DEGERLENDIRILMESI

Cesitli tanilar ile YYBU’nde izlenen 5 olguyu degerlendirdigimizde birinci giin 2
olgunun, 3.giin de bir olgunun gayta 6rneginde amplikona rastlanmadi. 7.giin tiim olgularda
sekanslama yapildi. Bir olgu yatist sirasinda ikili (ampisilin, gentamisin), bir olgu da ¢oklu

(ampisilin, gentamisin, sefotaksim, klaritromisin) antibiyotik tedavisi almisti.

[k giin gayta &rneklerinde iig olguda 3 filum (Firmicutes %67, Proteobacteria
%28,3, Bacteriodetes % 4,7), 3.giin dort olguda 3 filum (Firmicutes %71,4, Bacteriodetes %
21,9, Proteobacteria %6,7), 7.giin bes olguda 4 filum (Firmicutes %50, Proteobacteria %32,
Bacteriodetes % 16,7, Actinobacteria %1,3) tespit edildi (Sekil 30).

YYBU'nde izlenen Olgularda Tiim Giinler icin Filum
Dagilimi (%)
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1.Gin 3.Gun 7.Gun

Sekil 30. YYBU’nde izlenen olgularda tiim giinler icin filum dagihm

YYBU’nde izlenen olgularda cins dagilimmi degerlendirdigimizde 1.giin 6 cins;
Streptococcus (%65), Escherichia (%26,5), Bacteroides (%4,7), Enterobacter (%2),
Lactobacillus (%0,9), Lactococcus (%0,9), 3.giin 8 cins; Streptococcus (%63), Bacteroides
(%22), Staphylococcus (%6), Escherichia (%3,3), Enterobacter (%2,5), Enterococcus (%1,6),
Raoultella (%0,8), Veillonella (%0,8), 7.gliin 17 cins; Bacteroides (%16,6), Enterococcus
(%16,6), Enterobacter (%12), Veillonella (%11, 3), Streptococcus (%10,7), Klebsiella (%8),
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Staphylococcus (% 6), Escherichia (%5,3), Raoultella (%4), Clostridium (%4), Citrobacter
(%1,3), Blautia (% 0,7), Corynebacterium (% 0,7), Gemella (% 0,7), Rothia (% 0,7), Erwinia
(% 0,7), Kluyvera (% 0,7) bakteri saptand1 (Sekil 31).

YYBU'nde izlenen Olgularda Tiim Giinler I¢in Cins
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Sekil 31. Yenidogan yogun bakim iinitesinde izlenen olgularda tiim giinler icin cins

dagilim

Bu olgularda 1.giin 106, 3.giin 119 ve 7.giin 150 adet bakteri tespit edildi. 1.giin
en sik rastlanan bakteriler; Streptococcus salivarius (%36,8), Escherichia coli (%25,5),
Streptococcus thermophilus (%18,9) ve Streptococcus vestibularis (%7,5), Bacteroides
vulgatus (%4,7), Enterobacter cloacae (%0,9), Enterobacter hormaechei (%0,9), Escherichia
fergusonii  (%0,9), Lactobacillus murinus (%0,9), Lactococcus garvieae (%0,9),
Streptococcus anginosus (%0,9), Streptococcus sanguinis (%0,9) idi.

3.giin en sik rastlanan bakteriler; Streptococcus salivarius (%44,5), Bacteroides
vulgatus (%21), Streptococcus thermophilus (%13,5), Staphylococcus epidermidis (%)5),
Escherichia coli (%3,4), Enterobacter aerogenes (%2,5), Enterococcus faecalis (%1,7),
Bacteroides dorei (%0,8), Raoultella ornithinolytic (%0,8), Staphylococcus capitis (%0,8),
Streptococcus lactarius (%0,8), Streptococcus mitis (%0,8) seklindeydi.
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7.giin en sik rastlanan bakteriler; Bacteroides vulgatus (% 16,7), Enterococcus
faecalis (%16), Enterobacter aerogenes (%10), Veillonella ratti (%9,3), Escherichia coli
(%5,3), Staphylococcus epidermidis (%5,3), Streptococcus thermophilus (%4,0), Clostridium
paraputrificum (%3,3), Streptococcus parasanguinis (%2,7), Streptococcus salivarius (%2,7),
Enterobacter cloacae (%2,0), Raoultella ornithinolytica (%2,0), Citrobacter freundii (%]1,3),
Klebsiella oxytoca (%1,3), Raoultella planticola (%1,3), Veillonella dispar (%1,3), Blautia
luti (%0,6), Clostridium tertium (%0,6), Corynebacterium simulans (%0,6), Enterococcus
avium (%0,6), Erwinia amylovora (%0,6), Gemella haemolysan (%0,6), Klebsiella
pneumoniae (%6,0), Klebsiella variicola (%0,6), Kluyvera cryocrescens (%0,6), Raoultella
terrigena (%0,6), Rothia mucilaginosa (%0,6), Staphylococcus hominis (%0,6), Streptococcus
lactarius (%0,6), Streptococcus mitis (%0,6), Veillonella parvula (%0,6) idi (Sekil 32).

YYBU'nde izlenen Olgularda Tiim Giinler Icin Tiir Dagilinn
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Sekil 32. Yenidogan yogun bakim iinitesinde izlenen olgularda tiim giinler i¢in

bakteri tiir dagilinm

Olgular1 toplam 6rnek alim giinlerine gore degerlendirdigimizde, anne yaninda
izlenen olgularda en sik Escherichia (%22,3), Enterobacter (%17) ve Enterococcus (%14,6)
saptanirken, YYBU’nde izlenen olgularda Streptococcus cinsi bakteriler %42,7 oraninda

tespit edildi (Sekil 33).
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izlem Yerine Gore Tiim Giinler icin Cins
Dagilinm (%)

w Diger
(%100,0} -
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Sekil 33. izlem yerine gore tiim giinler icin cins dagilim

Anne yaninda izlenen olgularda tiir dagilimni incelediginde, Escherichia coli %21,6,
Enterococcus faecalis %13,6, Enterobacter aerogenes %12,6 oraninda saptandi. YYBU’nde
izlenen olgularda Streptococcus salivarius %25,6, Bacteroides vulgatus %14,7, Streptococcus
thermophilus %]11,2 oranmda tespit edildi (Sekil 34). Anne yaninda izlenen olgularda

bakterilerin cins ve tiir diizeyinde ¢esitliligi YYBU’nde izlenen olgulara kiyasla daha

fazlaydi.
Izlem Yerine Gire Tiim Giinler Icin Tiir Dagilinm
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Sekil 34. izlem yerine gore tiim giinler icin tiir dagilim
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ANTIBIYOTIK ALAN ve ALMAYAN OLGULARIN DEGERLENDIRILMESI

Ug olgu (Tablo 6) YYBU’nde izlendikleri giinlerde antibiyotik tedavisi ald1 ve

birinci giin higbirinde amplikon tespit edilmedi.

Bir bebegin 3.giin gaytasinda 2 filum (%86,7 Firmicutes, %13,3 Proteobacteria),
3 cinse (%86,7 Streptococcus, %10 Enterobacter, %3,3 Raoultella) ait toplam 30 adet bakteri
(%80  Streptococcus  salivarius, %10 Enterobacter aerogenes, %6,7 Streptococcus

thermophilus, %3,3 Raoultella ornithinolytic) tespit edildi.

7.glin 2 bebegin gayta Orneklerinin sekans analizinde 2 filum (%64
Proteobacteria, %36 Firmicutes), 8 cinse (%34,4 Enterococcus, %27,8 Enterobacter, %19,9
Klebsiella, %9,8 Raoultella, %3,3 Citrobacter, %1,6 Kluyvera, %1,6 Streptococcus, %1,6
Erwinia) ait 61 adet bakteri tanimlandi (Sekil 35).

Antibiyotik Alan Olgularda 7. Giin Cins Dagilimi (%)
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Sekil 35. Antibiyotik alan olgularda 7. giin cins dagilim

Bu olgularda tanilanan bakteriler Enterococcus faecalis (%34.,4), Enterobacter
aerogenes (%24,6), Klebsiella pneumoniae (%15), Raoultella ornithinolytica (%4,9),
Raoultella planticola (%3,3), Klebsiellaoxytoca (%3,3), Citrobacter freundii (%3,3),
Enterobacter cloacae (%3,2), Klebsiella variicola (%1,6), Kluyvera cryocrescens (%1,6),
Raoultella terrigana (%1,6), Streptococcus salivarius (%1,6), Erwinia amylovora(%1,6) idi

(Sekil 36).
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Antibiyotik Alan Olgularda 7. Giin Bakteri Tiir Dagilimi
(%)

%
35
30
25
20
15
10

W & & & &g
g & & & s
& & &S &N & e
& & o8 & & F F P &
& & N ¥y & F L R A
S N C I D N & : ) o 2
FFFFTE T OFIST YL P
o &S ¢ o

Sekil 36. Antibiyotik alan olgularda 7.giin bakteri tiir dagilimm

Antibiyotik almayan 7 olgudan birinde 1.giin gayta 6rneginde amplikon yoktu.
Kalan 6 olgunun gayta Orneginde toplam 5 filum saptandi. En sik Proteobacteria (%46,8)
filumu gozlendi. Bunu sirasiyla Firmicutes (%43,6), Actinobacteria (%6,5), Bacteroidetes

(%2,6) ve Chloroflexi (%0,5) takip ediyordu (Sekil 37).

Antibiyotik Almayan Olgularda 1. Giin Filum
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Sekil 37. Antibiyotik almayan olgularda 1.giin filum dagilimm
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Bu olgularda 1.giin 11 cins tespit edildi. En sik tanimlanan cinsler Streptococcus
(%41,5), Escherichia (%31,4), Enterobacter (%]13,4), Propionibacterium (%5,6), Bacteriodes
(%2,7), Lactobacillus (%]1,7), Citrobacter (%1,7), Corynobacterium (%0,5), Lactococcus
(%0,5), Raoultella (%0,5), Sphaerobacter (%0,5) idi (Sekil 38).

Antibiyotik Almayan Olgularda 1. Giin Cins
Dagihimi (%)

= b P P L

Sekil 38. Antibiyotik almayan olgularda 1.giin cins dagilimi

Bu olgularda 188 adet bakteri saptandi. Bulunan bakteri tiirleri siklik sirasina
gore; Escherichia coli (%29,8), Streptococcus salivarius (%23,4), Streptococcus thermophilus
(%12,2), Enterobacter aerogenes (%11,7), Propionibacterium acnes (%5,3), Streptococcus
vestibularis (% 4,2), Bacteroides vulgatus ( % 2,6), Citrobacter freundii ( %1,6), Escherichia
fergusonii (%1,1), Enterobacter cloacae (%0,54), Enterobacter hormaechei (%0,54),
Enterobacter ludwigii (%0,54), Corynebacterium accolens (%0,54), Escherichia hermannii
(%0,54), Lactobacillus murinus (%0,54), Lactobacillus paracase (%0,54), Lactobacillus
rhamnosus (%0,54), Lactococcus garvieae (%0,54), Propionibacterium granulosum (%0,54),
Raoultella planticola (%0,54), Sphaerobacter thermophilus (%0,54), Streptococcus
anginosus (%0,54), Streptococcus infantis (%0,54), Streptococcus sanguinis (%0,54) idi
(Sekil 39).
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Antibiyvotik Almayan Olgularda 1. Giin
Balkteri Tiir Dagihim (%)
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Sekil 39. Antibiyotik almayan olgularda 1.giin bakteri tiir dagilimu

Antibiyotik almayan 7 olgudan 3.glin alman gayta Orneginde toplam 4 filum
saptandi. Tespit edilen filumlar; Firmicutes (%53,8), Proteobacteria (%30,3), Bacteroidetes
(%13,8), Actinobacteria (%2,1) idi (Sekil 40).

Antibiyotik Almayan Olgularda 3. Giin Filum Dagilimi (%e)
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Sekil 40. Antibiyotik almayan olgularda 3.giin filum dagilimm

Bu olgularda 3.giin 19 cins tespit edildi. Tanimlanan cinsler sirasiyla;
Streptococcus (%28,2), Enterococcus (%16), Bacteroides (%13,8), Escherichia (%11,8),
Enterobacter (%7,7), Staphylococcus (%7,2), Acinetobacter (%4,1), Haemophilus (%3,1),
Veillonella (%2,1), Shigella (%]1), Rothia (%]1), Raoultella (%0,5), Janibacter (%0,5),
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Micrococcus (%0,5), Paracoccus (%0,5), Lactobacillus (%0,5), Salmonella (%0,5),
Citrobacter (%0,5), Averyella (%0,5) idi (Sekil 41).

Antibivotik Almayan Olgularda 3. Giin Cins Dagilimi (%)
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Sekil 41. Antibiyotik almayan olgularda 3.giin cins dagilimi

Olgularda saptanan 195 adet bakteri tiirii siklik sirasina gore; Streptococcus
salivarius (%15), Enterococcus faecalis (%14,4), Bacteroides vulgatus (%13), Escherichia
coli  (%12), Streptococcus thermophilus (%7,3), Enterobacter aerogenes (%5,0),
Staphylococcus epidermidis (%3,6), Haemophilus parainfluenzae (%2,6), Enterococcus
durans (%1,5), Staphylococcus aureus (%1,5), Streptococcus oralis (%1,5), Acinetobacter
guillouiae (%1,5), Streptococcus sanguinis (%1,5), Veillonella parvula (%1,5), Streptococcus
pneumoniae (%), Streptococcus mitis (%1), Staphylococcus hominis (%1), Rothia
mucilaginosa (%1), Enterobacter cloacae (%1), Acinetobacter berezinae (%1), Acinetobacter
bouvetii (%1), Citrobacter freundii (%0,5), Enterobacter hormaechei (%0,5), Enterobacter
ludwigii (%0,5), Janibacter sanguinis (%0,5), Lactobacillus casei (%0,5), Micrococcus
terreus (%0,5), Paracoccus chinensis (%0,5), Raoultella ornithinolytica (%0,5), Haemophilus
influenzae (%0,5), Salmonella enterica (%0,5), Shigella flexneri (%0,5), Shigella sonnei
(%0,5), Staphylococcus capitis (%0,5), Staphylococcus haemolyticus (%0,5), Streptococcus
lactarius (%0,5), Streptococcus suis (%0,5), Acinetobacter johnsonii (%0,5), Averyella
dalhousiensis (%0,5), Bacteroides dorei (%0,5), Bacteroides uniformis (%0,5), Veillonella
dispar (%0,5) idi (Sekil 42).
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Antibiyotik Almayan Olgularda 3. Giin Tiir Dagilimi (%)
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Sekil 42. Antibiyotik almayan olgularda 3.giin bakteri tiir dagilimm

7.glin antibiyotik almayan 7 olgunun sekans analizinde 4 filum ( %43,1
Firmicutes, %30,7 Proteobacteria, %?25,2 Bacteriodetes, %1 Actinobacteria) saptandi (Sekil
43).

Antibiyotik Almayan Olgularda 7. Giin Filum Dagilimi (%)
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Sekil 43. Antibiyotik almayan olgularda 7.giin filum dagilimm
21 cinse (%19,8 Bacteroides, %159 Veillonella, %12,4 Escherichia, %9,5

Enterococcus, %7,8 Streptococcus, %6,9 Enterobacter, %?5,4 Parabacteroides, %4,5

Staphylococcus, %4,4 Clostridium, %4 Klebsiella, %2,4 Citrobacter, %1,5 Haemophilus,
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%1,5 Raoultella, %0,5 Edwardsiella, %0,5 Blautia, %0,5 Corynebacterium, %0,5 Gemella,
%0,5 Rothia, %0,5 Salmonella, %0,5 Shigella, %0,5 Serratia) ait 202 adet bakteri tespit edildi
(Sekil 44).

Antibiyotik Almayan Olgularda 7. Giin Cins Dagilimi (%)
% 19.8

Sekil 44. Antibiyotik almayan olgularda 7.giin cins dagilimi

Bu bakterilerin siklik sirasina goére dagilimi; Bacteroides vulgatus (%16),
Escherichia coli (%12,5), Enterococcus faecalis (%9), Veillonella ratti (%7),
Parabacteroides distasonis (%5,5), Veillonella parvula (%5), Staphylococcus epidermidis
(%4), Klebsiella oxytoca (%4), Enterobacter cloacae (%3), Streptococcus thermophilus (%3),
Veillonella dispar (%2,5), Bacteroides clarus (%2,5), Clostridium paraputrificum (%2,5),
Enterobacter aerogenes (%2,5), Citrobacter freundii (%?2), Streptococcus parasanguinis
(%2), Streptococcus salivarius (%2), Veillonella tobetsuensis (%]1,5), Clostridium perfringens
(%1,5), Haemophilus parainfluenzae (%]1,5), Raoultella ornithinolytica (%1,5), Bacteroides
ovatus (%0,5), Bacteroides stercorirosoris (%0,5), Blautia luti (%0,5), Citrobacter diversus
(%0,5), Clostridium tertium (%0,5), Corynebacterium simulans (%0,5), Edwardsiella tarda
(%0,5), Enterobacter asburiae (%0,5), Enterobacter hormaechei (%0,5), Enterobacter
ludwigii  (%0,5), Enterococcus avium (%0,5), Gemella haemolysan (%0,5), Rothia
mucilaginosa (%0,5), Salmonella enterica (%0,5), Serratia marcescens (%0,5), Shigella

sonnei (%0,5), Staphylococcus hominis (%0,5), Streptococcus lactarius (%0,5) idi (Sekil 45).
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Antibiyvotik Almayan Olgularda 7. Giin Bakteri Tiir Dagilimi
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Sekil 45. Antibiyotik almayan olgularda 7.giin tiir dagilimm

Sekil 46’da 7.giin antibiyotik alan ve almayan olgularin cins dagilimi

gosterilmektedir.

Antibiyotik Alan ve Almayan Olgularda 7.Giin Cins Dagilim
(%0)
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Sekil 46. Antibiyotik alan ve almayan olgularda 7.giin cins dagilhim

Antibiyotik almayan olgularda 7.giin en sik rastlanilan bakteriler Bacteroides

vulgatus (%15,9), Escherichia coli (%12,4), Veillonella ratti (%7) ve Parabacteroides
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distasonis (%5,4) idi. Sekil 47°de antibiyotik alan ve almayan olgularm 7.giin tiir dagilimlari

gosterildi.
Antibiyotik Alan ve Almayan Olgularda 7. Giin Bakteri Tiir
Dagilimi (%o) Diber
% “ Streptococcus thenmophilus
Staphy lococcus epidermidis
100 = Veillonellaparvula
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Antibiyotik alan Antibryotik almay an ® Enterococcus faecalis

Sekil 47. Antibiyotik alan ve almayan olgularda 7.giin bakteri tiir dagilimm

YERLESIM YERINE GORE DEGERLENDIiRME

Olgularm altisin annesi koy ve ilgede, dordiiniin ise sehirde ikamet etmekteydi.

Annesi sehir disinda ikamet eden olgularmn 1.giin dordiinde bes (Firmicutes
%352,7, Proteobacteria %34,8, Actinobacteria %8,1, Bacteroidetes %3,7, Chloroflexi %0,7),
3.giin 5 olguda dort (Firmicutes %75,6, Bacteroidetes %]17,1, Proteobacteria %0,
Actinobacteria %0,7) ve 7.giin alt1 olguda dort filum (Firmicutes %46,8, Bacteroidetes %27,
Proteobacteria %25,2, Actinobacteria %1) tespit edildi (Sekil 48).
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Anneleri Koy ve Tlcede Yasayan Olgularda Filum Dagihm
% (%)
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Sekil 48. Anneleri koy ve ilcede yasayan olgularda filum dagilhim

Anneleri sehir disinda ikamet eden olgularda 1.giin 9, 3.giin 11, ve 7.giin 18 cinse
ait bakteri saptandi.

l.giin cins dagilim swrasiyla Streptococcus (%51,3), Escherichia (%32,7),
Propionibacterium (%7,4), Bacteroides (%3,7), Enterobacter (%2,1), Lactobacillus (%0,7),
Lactococcus (%0,7), Corynebacterium (%0,7), Sphaerobacter (%0,7) idi.

3.glin cins dagilimi swrasiyla Streptococcus (%50,1), Bacteroides (%17,7),
Enterococcus (%12,7), Staphylococcus (%9,4), Veillonella (%2,7), Escherichia (%2,6),
Enterobacter (%2,0), Janibacter (%0,7), Micrococcus (%0,7), Paracoccus (%0,7), Raoultella
(%0,7) idi.

7.giin cins dagilimi sirasiyla Bacteroides (%21,0), Enterococcus (%20,5),
Enterobacter (%9,6), Veillonella (%8,9), Streptococcus (%8,5), Klebsiella (%6,2),
Parabacteroides (%6,0), Staphylococcus (%4,8), Escherichia (%4,3), Raoultella (%3,1),
Clostridium (%3,1), Citrobacter (%1,0), Rothia (%0,5), Kluyvera (%0,5), Gemella (%0,5),
Erwinia (%0,5), Blautia (%0,5), Corynebacterium (%0,5) idi (Sekil 49).
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Anneleri Koy ve ilcede Yasayan Olgularda Tiim Giinler icin
Cins Dagilimi (%)

%
, Diger
100 )
Veillonella
Staphylococcus
80 | " Sphaerobacter
Raoultella

60 W Propionibacterium
® Parabacteroides
a0 v B Lactococcus

¥ Lactobacillus
~ | Klebsiella
20
W Escherichia

M Enterococcus

® Enterobacter
1.Gin 3.Gin 7.Gin

Sekil 49. Anneleri koy ve ilcede yasayan olgularda tiim giinler icin cins dagilim

Anneleri kdy ve ilcede yasayan olgularda tiir bazinda 1.giin 135, 3.giin 150 ve
7.giin 190 adet bakteri saptandi.

Tir dagilimi agisindan degerlendirildiginde 1.giin Escherichia coli (%32,0),
Streptococcus salivarius (%29,0), Streptococcus thermophilus (%14,9), Propionibacterium
acnes (%7,4), Streptococcus vestibularis (%6,0), Bacteroides vulgatus (%3,7),
Corynebacterium accolens (%0,7), Enterobacter aerogenes (%0,7), Enterobacter cloacae
(%0,7), Enterobacter hormaechei (%0,7), Escherichia fergusonii (%0,7), Lactobacillus
murinus (%0,7), Lactococcus garvieae (%0,7), Sphaerobacter thermophilus (%0,7),
Streptococcus anginosus (%0,7), Streptococcus sanguinis (%0,7) tespit edildi.

3.glin tir dagilimi Streptococcus salivarius (%35,3), Bacteroides vulgatus
(%16,3), Enterococcus faecalis (%10,7), Streptococcus  thermophilus  (%10,7),
Staphylococcus epidermidis (%4,7), Escherichia coli (%2,6), Veillonella parvula (%2,0),
Enterobacter aerogenes (%2,0), Enterococcus durans (%2,0), Staphylococcus aureus (%2,0),
Streptococcus sanguinis (%2,0), Staphylococcus hominis (%]1,3), Bacteroides dorei (%0,7),
Bacteroides uniformis (%0,7), Janibacter sanguinis (%0,7), Micrococcus terreus (%0,7),

Paracoccus chinensis (%0,7), Raoultella ornithinolytic (%0,7), Staphylococcus capitis
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(%0,7), Staphylococcus haemolyticus (%0,7), Streptococcus lactarius (%0,7), Streptococcus
mitis (%0,7), Streptococcus suis (%0,7) ,Veillonella dispar (%0,7) seklindeydi.

7.glin tir dagihmm sirasiyla Enterococcus faecalis (%20), Bacteroides vulgatus
(%17,4), Enterobacter aerogenes (%S8), Veillonella ratti (%7,4), Parabacteroides distasonis
(%6), Klebsiella pneumoniae (%4,7), Escherichia coli (%4,3), Staphylococcus epidermidis
(%4,3), Streptococcus thermophilus (%3,3), Bacteroides clarus (%2,6), Clostridium
paraputrificum (%2,6), Streptococcus parasanguinis (%2,1), Streptococcus salivarius (%2,1),
Enterobacter cloacae (%1,6), Raoultella ornithinolytica (%1,6), Citrobacter freundii (%]1),
Veillonella dispar (%]1), Klebsiella oxytoca (%), Raoultella planticola (%1), Staphylococcus
hominis (%0,5), Streptococcus lactarius (%0,5), Streptococcus mitis (%0,5), Veillonella
parvula (%0,5), Raoultella terrigena (%0,5), Rothia mucilaginosa (%0,5), Klebsiella
variicola (%0,5), Kluyvera cryocrescens (%0,5), Gemella haemolysan (%0,5), Erwinia
amylovora (%0,5), Bacteroides ovatus (%0,5), Bacteroides stercorirosoris (%0,5), Blautia
luti (%0,5,) Enterococcus avium (%0,5), Clostridium tertium (%0,5), Corynebacterium

simulans (%0,5) idi (Sekil 50).

Anneleri Koy ve Ilcede Yasayan Olgularda Tiim Giinler Icin
Tiir Dagilimi (%)
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Sekil 50. Anneleri koy ve ilcede yasayan olgularda tiim giinler i¢in tiir dagilim

Anneleri sehirde yasayan dort olgunun (Olgu 1, 2, 3, 6) iiciinde her ii¢ giinde de

amplikona rastlandi. Bu olgularda fium bazinda dagilima bakildiginda 1.glin g
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(Proteobacteria %77,3, Firmicutes %?20,8, Actinobacteria %1,9), 3.giin ¢ ( Proteobacteria
%72,0, Firmicutes %25,3, Actinobacteria %2,7) ve 7.gin iki (Proteobacteria %72,6,
Firmicutes %27,4) filuma ait bakteriler tespit edildi.

Ayni olgularda 1.giin 7 (Enterobacter %41,4, Escherichia %28,3, Streptococcus
%17, Citrobacter %S5,7, Lactobacillus %3,8, Propionibacterium %1,9, Raoultella %1,9),
3.giin 13 (Escherichia %25,4, Enterobacter %20,0, Enterococcus %16, Acinetobacter %10,7,
Haemophilus %8,1, Streptococcus %8, Rothia %2,7, Shigella %2,6, Salmonella %1,3,
Lactobacillus %1,3, Raoultella %1,3, Averyella %1,3, Citrobacter %1,3) ve 7.giin 14
(Escherichia %23,3, Veillonella %20,5, Enterobacter %17,6, Klebsiella %11, Citrobacter
%6,9, Haemophilus %4,1, Raoultella %4,1, Clostridium %4,1, Edwardsiella %14,
Enterococcus %1,4, Salmonella %14, Serratia %1,4, Shigella %1,4, Streptococcus %]1,4)
cinse ait bakteriler saptandi (Sekil 51).

Anneleri Sehirde Yasayan Olgularda Tiim Giinler icin Cins
Dagilimi (%)
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Sekil 51. Anneleri sehirde yasayan olgularda tiim giinler icin cins dagilim
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Sehirde yasayan olgularda 1.giin 53, 3.glin 75 ve 7.glin 73 adet bakteri tespit
edildi.

Bu olgularda 1.giin tespit edilen bakteri tiirleri sirasiyla Enterobacter aerogenes
(%39,5), Escherichia coli (%24,5), Streptococcus salivarius (%9,4), Streptococcus
thermophilus (%5,7), Citrobacter freundii (%5,7), Enterobacter ludwigii (%]1,9), Escherichia
fergusonii  (%1,9), Escherichia hermannii (%1,9), Lactobacillus paracasei (%]1,9),
Lactobacillus  rhamnosus (%1,9), Propionibacterium granulosum (%1,9), Raoultella
planticola (%1,9), Streptococcus infantis (%1,9) idi.

3.giin saptanan bakteriler sirastyla Escherichia coli(%25,4), Enterococcus faecalis
(%16), Enterobacter aerogenes (%14,7), Haemophilus parainfluenzae (%6,8), Streptococcus
oralis (%4), Acinetobacter guillouiae (%4), Acinetobacter berezinae (%2,7), Acinetobacter
bouvetii (%2,7), Enterobacter cloacae (%2,7), Rothia mucilaginosa (%2,7), Streptococcus
pneumoniae (%2,7), Acinetobacter johnsonii (%1,3), Averyella dalhousiensis (%]1,3),
Citrobacter freundii (%1,3), Enterobacter hormaechei (%1,3), Enterobacter ludwigii (%]1,3),
Haemophilus influenzae (%1,3), Lactobacillus casei (%1,3), Raoultella ornithinolytica
(%1,3), Salmonella enterica (%1,3), Shigella flexneri (%1,3), Shigella sonnei (%]1,3),
Streptococcus mitis (%1,3) idi.

7.gilin tespit edilen bakteri tiirleri sirasiyla Escherichia coli (%23,3), Veillonella
parvula (%12,3), Klebsiella oxytoca (%11), Enterobacter aerogenes (%6,7), Enterobacter
cloacae (%6,7), Citrobacter freundii (%5,5), Clostridium perfringens (%4,1), Haemophilus
parainfluenzae (%4,1), Raoultella ornithinolytica (%4,1), Veillonella dispar (%4,1),
Veillonella tobetsuensis (%4,1), Edwardsiella tarda (%1,4), Enterobacter asburiae (%]1,4),
Enterobacter hormaechei (%1,4), Enterobacter ludwigii (%1,4), Enterococcus faecalis
(%1,4), Salmonella enterica (%1,4), Serratia marcescens (%]1,4), Shigella sonnei (%]1,4),

Streptococcus salivarius (%1,4), Citrobacter diversus (%1,4) idi (Sekil 52).
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Sekil 52. Anneleri sehirde yasayan olgularda tiim giinler icin tiir dagihimm

Annelerinin yerlesim yerine gore olgular: tiim giinler i¢in degerlendirdigimizde,
anneleri kdy ve ilgede yasayan olgularin intestinal floralarinda en sik tespit edilen cinsler
Streptococcus (%36,6), Bacteroides (%14,1), Escherichia (%13,2) ve Enterococcus (%1,1)
idi. Anneleri sehirde yasayan olgularda en sik Enterobacter (%26,3) ve Escherichia (%25,6)
saptandi (Sekil 53).

Yerlesim Yerine Gore Tiim Giinler Icin Cins
Dagilim (%)
% “ Diger
100 = Haemophilus
90 Citrobacter
80 . .
n Klebsiella

70
60 = Veillonella
) = Staphylococeus
40 B Enterococcus
30 = Bacteroides
20 = Escherichia
10

3 B Enterobacter

Kéy-ilce Sehir B Streptococcus

Sekil 53. Yerlesim yerine gore tiim giinler i¢in cins dagilim
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BAKTERILERIN OKSIJEN KULLANIMINA GORE DEGERLENDIRILMESI

Tanimlanan tiim bakteriler oksijen kullanimlarma gore degerlendirildiginde 536’s1

(%79,3) fakiiltatif anaerob, 115’1 (%17) anaerob ve 25’1 (%3,7) aerob olarak tespit edildi
(Sekil 54).

Oksijen Kullanimina Gore Bakteri Dagilimi (%)
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Sekil 54. Bakterilerin oksijen kullamimlarma gore dagilimm
Fakiiltatif anaerob bakteriler cogunlukta olsa da 3 ve 7.glinlerdeki yilizdelerinde
belirgin diisiis, buna karsin anaerob bakteri yiizdesinde kademeli bir artig saptand1 (Sekil 55).

Oksijen Kullanimimin Tiim Giinler icin Dagilim (%0)
%
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Sekil 55. Tiim giinler i¢in bakterilerin oksijen kullanmimlarimn dagilim
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Vajinal yol ile dogan olgularda ilk giin belirlenen bakterilerin biiyliik ¢cogunlugu
fakiiltatif anaerob iken, 3 ve 7.gilinlerdeki Bacteroides hakimiyeti ile birlikte anaerob oranlar1

artt1 (Sekil 56).

Vajinal Dogan Olgularda Bakterilerin Oksijen
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Sekil 56. Vajinal dogan olgularda bakterilerin oksijen kullanimlarina gore dagilim

Sezaryen ile dogan olgularda zamanla azalmakla birlikte her ili¢ giinde de
fakiiltatif anaerob bakteri hakimiyeti mevcuttu. Yedinci giin %32,1 anaerob bakteri saptandi
(Sekil 57).

Sezaryen Ile Dogan Olgularda Bakterilerin Oksijen
Kullanimlarina Gore Dagilimi (%)
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Sekil 57. Sezaryen ile dogan olgularda bakterilerin oksijen kullanimlarina gore dagilimm
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Bakterilerin oksijen kullanimin1 dogum sekline gore tiim giinler igin
degerlendirdigimizde vajinal yol ile dogan olgularda fakiiltatif anaerob bakteri orani %56,7,
anaerob bakteri orani %42,2 ve aerob bakteri oran1 %1,1 saptandi. Sezaryen ile dogan
olgularda fakiiltatif anaerob orani %90,1, anaerob bakteri oran1 %5,4 ve aerob bakteri orani

%4,5 idi (Sekil 58).

Dogum Sekline Gore Tiim Giinler Icin
Oksijen Kullammmimma Goére Dagilinm (%)
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20 z /
0

Vajinal dogum Sezaryen dogum

Sekil 58. Dogum sekline gore tiim giinler icin oksijen kullanimina gore dagihim

Beslenme sekliyle bakterilerin oksijen kullanimi iliskisini degerlendirdigimizde
sadece anne siitii ile beslenen olgularda 1.giin % 95,6 fakiiltatif anaerob, % 3,2 anaerob ve %
1,2 aerob bakteri saptandi. 3.giinde bu oran % 76,5 fakiiltatif anaerob, % 17,4 anaerob, % 6,1
aerob seklinde degisti. 7.glin drneklerinde %66 fakiiltatif anaerob, %34 anaerob idi (Sekil 59).
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Sadece Anne Siitii Alan Olgularda Tiim
Giinler Icin Oksijen Kullammmlarma Goére
Dagilim (%)
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Sekil 59. Sadece anne siitii alan olgularda tiim giinler icin oksijen kullammlarmna gore

dagihm

Anne siitii ve formiil mama ile beslenen Olgu 5’de 1 ve 3.giinde tespit edilen tiim
bakteriler fakiiltatif anaerobdu. 7.glinde ise Olgu 5 ve 7’nin sekans analizi sonucunda

fakiiltatif anaerob bakterilere ilaveten anaerob bakteriler de tespit edildi (Sekil 60).

Anne Siitii ve Mama Alan Olgularda Tiim Giinler I¢in
Oksijen Kullanimlarma Gire Dagihm (%)

% 100
100 [
90
20 75
70
60 = Fakultatif anaerob
50 = Anacrob
40 z m Aerob
30
20
10 (] Q

1.Gion 3.Gan 7.Gim

Sekil 60. Anne siitii ve formiil mama alan olgularda tiim giinler icin oksijen

kullaniminin dagilimi
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Beslenme seklinin tiim giinlerde bakteri oksijen kullanimma etkisi
degerlendirildifinde anne siitli alan olgularda tanilanan bakterilerin %79,1°1 fakiiltatif
anaerob, %18,2’si anaerob, %2,7’si aerob idi. Anne siitii ve formiil mama alan olgularda

fakiiltatif anaerob bakteriler %91,6, anaerob bakteriler %8,4 oraninda tespit edildi (Sekil61).

Beslenme Sekline Gére Tiim Giinler icin
Oksijen Kullanmmina Gore Dagilim (%)

% ;
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Sekil 61. Beslenme sekline gore tiim giinler icin oksijen kullammina gore dagilim

Anne yaninda izlenen olgularda saptanan bakterileri oksijen kullanimina gore
degerlendirdigimizde 1.giin en sik karsimiza cikan bakteri tiirleri %97,6 ile fakiiltatif
anaeroblardi. Kalan %2,4’liik dilimde ise aerob bakteriler yer aliyordu. Orneklerde ilk giin
anaerob bakteriye rastlanmadi. 3.giinde %85,8 ile fakiiltatif anaeroblar yine ilk siradaydi.
Anaerob bakteri oran1 %11,4 ve aerob bakteri oran1 % 2,8 idi. 7.giinde de anne yaninda
izlenen olgularda en sik fakiiltatif anaeroblar (%64,6) goriiliyordu. Anaerob bakterilerdeki
artis bu grupta da belirgindi ve bir miktar aerob bakteri halen izlenmekteydi (Sekil 62).
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Anne Yaninda Izlenen Olgularda Tiim Giinler I¢in
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Sekil 62. Anne yaminda izlenen olgularda tiim giinler icin oksijen kullanimina gore

dagilim

YYBU’nde izlenen olgulardan alman &rneklerde 1.giin tanimlanan bakteriler
biiyiik oranda fakiiltatif anaerob (%95,2), az bir kismi (%4,8) anaerob’du. 3.giinde fakiiltatif
anaeroblar %77,3, anaeroblar %21,9, aerob bakteriler %0,8 oraninda tespit edildi. 7.giin
tanimlanan bakterilerin ¢ogu Onceki gilinlerde oldugu gibi fakiiltatif anaerob (%60) idi.

Anaerob %29,3 ve aerob bakteriler %4,7 oraninda saptand: (Sekil 63).

YYBU'nde Izlenen Olgularda Tiim Giinler
Icin Oksijen Kullanimina Gére Dagihim (%)
% ac
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Sekil 63. Yenidogan yogun bakim iinitesinde izlenen olgularda tiim giinler icin oksijen

kullanimina gore dagihim
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Antibiyotik alan ve olgularin sekans analizi sonucu sadece 7.giin tamaminda
sekans analizi ile bakteri saptandi. Tespit edilen bakterileri oksijen kullanimlarina gore
degerlendirdigimizde antibiyotik alan olgularda %70,3 fakiiltatif anaerob, %19,9 anaerob,
%09,8 aerob bakterilere rastlandi. Antibiyotik almayan olgularda ise bu oran sirasiyla %63,9,

%34,1 ve %2 idi (Sekil 64).

Antibivotik Alan ve Almayan Olgularda 7.Giin Oksijen
Kullanimina Gére Dagihm (%o)

%

30

70

60

50 - : = Fakultatif anacrob

40 B Anaerob
30 i " Aerob

20

10 F

Antibiyotik alan Antibiy otik almay an

Sekil 64. Antibiyotik alan ve almayan olgularda 7. giin oksijen kullammina gore dagihhm
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TARTISMA
[Baglrsak florasinin  6neminin anlasilmasiyla birlikte floray1 olusturan
mikroorganizmalar, bu mikroorganizmalarin Ozellikleri, birbirleri ve konak ile olan
etkilesimleri, konagm bu etkilesim sonrasinda edindigi kazanim veya zararlar uzun yillar

boyunca arastirmacilari cezbeden konular olmustur (23,59). \

Yenidoganlarda hem bagisiklik sistemi[ gelismemistir hem de inflamatuar yanitlar
geg ve yetersiz olusur. Mikroorganizmalara erken donemde maruziyet bagisiklik sisteminin
olgunlasmasinda oncii rol oynar (23).,

Dogum siireciyle birlikte cesitli endojen ve egzojen kaynaklardan alinan
mikroorganizmalar intestinal florayr olusturmaya baslar. Bu mikroorganizmalarin dengeli
¢ogalmasi ve gesitlenmesi de konakta dogal ve kazanilmis bagisiklik sisteminin dengeli
gelisimini saglar. Dengeli mikroflora olusumu uygun hiicresel uyaranlar1 saglarken, bireyin
enfeksiyonlardan, atopi gelisiminden, diyabetes mellitus, kronik inflamatuar bagirsak
hastaliklari ve obeziteden korunmasini da destekler (33,123).

’(u)nceleri konvansiyonel kiiltiirel yontemler kullanilarak gerceklestirilen ¢alismalar
ile intestinal mikrobiotanin ne kadar karmasik bir yap1 oldugu gozler oniine serilse de, gelisen

molekiiler genetik teknikler ile birlikte eski galigmalarin bu ekosistemi ancak ‘“kus bakig1”

metodlarda maliyetin diisiik olmas1 nedeniyle olgu sayilar1 fazla olsa da, ayrintili taksonomik
smiflama yapilamamasi ve ¢ogu zaman tanimlayici Ozgilin kiiltir yontemlerine ihtiyag
sonrasi sekans analizi kullanilan ¢aligmalarda ise yiiksek maliyet nedeniyle ya olgu sayilar1
diisiik tutulmus veya spesifik primerler kullanilarak arastirilan bakteri tiirlerinde kisitlamaya

Bu c¢alismada amacimiz; hasta ve saglikli term yenidoganlarin gayta ve anne siitii
bakteri dagilimmin molekiiler yontemler ile tespit edilmesi, anne siitii ve ¢evresel etkenlerle
yenidogan bagirsak florasinda ilk haftada olusan kolonizasyon degisikliklerinin

belirlenmesidir. Bu nedenle ¢aligmamizda 10 bebekten dogumu takip eden 1, 3 ve 7.giinlerde
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gayta, annelerinden de 7.giinde siit 6rnekleri alinmis, bakteri DNA ekstraksiyonu sonrasinda
16S rRNA amplifikasyonu ve sekanslama islemi yapilarak sekans analizine gore
mikroorganizma tiplendirilmesine gidilmistir. Olgu sayismin baska galismalara kiyasla
fazlaligi, ilk hafta kolonizasyonuna odaklanilmasi, spesifik primerler kullanilmadigindan
genis oranda bakteri tanimlamasma imkan vermesi, bakterilerin taksonomik siniflamasinin
olgularin  sosyodemografik o&zellikleriyle birlikte degerlendirilmesi bu ¢alismanin
Ozglinliigiinii ortaya koymaktadir.

Anne siitii iceriginin erken kolonizasyona ve intestinal kolonizasyonun da bireyin
ileriki yasamina etkisi birgok sekilde arastirma konusu olmustur. Yenidoganm beslenme
igerigi, bagirsak mikroflora aktivasyonu ve kompozisyonunu etkilemektedir.

Kiltiirel yontemler ile calisilan ]anne sitiinde, Staphylococcus, Streptococcus,

Bifidobacter ve laktik asit bakterileri saptanmis, anne siitiiniin infant bagirsagi igin siirekli ‘f‘

siitiintin ml’de <3 log cfu canli bakteri ve genis oranda o6zellikle bifidobakteriyel DNA’y1
iceren serbest bakteriyel DNA pargaciklari igerdigi ve bu pargaciklarin yenidogan immiin
sisteminin programlanmasinda rol alabilecegi iddia edilmistir (1 17,120).[

Molekiiler yontemlerin kullamldig: ¢alismalarda ise ya siitte daha 6nce de varhg:

orneginin bakteriye Ozgilin primerler kullanilarak qPCR metoduyla degerlendirildigi “

galismada, en sik Streptococcus cinsi saptanmig, bunu sirasiyla Staphylococcus, Bifidobacter,
(22) qPCR kullanarak sadece Bifidobacter cinsine yonelik yaptigi baska bir ¢alismada 1 aylik
bebegi olan 20 kadindan alinan siit 6rneklerinin tiimiinde Bifidobacterium cinsine rastlanmus,
en sik Bifidobacterium longum izole edilmis, bunu sirasiyla Bifidobacterium animalis,
sezaryen, ikisi normal vajinal dogum yapan dort annenin siit 6rneginde DGGE ve sekans
analizi sonucunda en ¢ok laktik asit bakterilerini saptamiglardir. Bu bakteriler sezaryen ile
dogum yapan annelerin siitlerinden daha fazla izole edilmistir. Bbska bir ¢alismada kiiltiir ve
PCR kullanilarak anne siitiinde L. gasseri ve E. faecium tiri probiyotikler tespit edilmistir.

Anne siitiiniin probiyotik kaynagi olmasi itibariyle yenidogani enfeksiyon hastaliklarindan
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bir molekiiler ¢alismada saglikli anne siitlerinden degisik oranlarda Staphylococcus[ (en sik S.
epidermidis, S.hominis), Lactobacillus (L.casei, L. gasseri, L. gastricus, L. fermentum, L.
plantarum, L. reuteri, L. salivarius, L. vaginalis) ve Bifidobacter (B. breve, B. longum ) tespit
edilmistir (128).,

Bizim c¢alismamizda anne siitleri kolostrumu yansitmamast ve bakteriyolojik
acidan daha matir olmasi amaciyla yedinci giinde alindi. Anne siitlerinin higbirinden
amplikon elde edilemedi. Siitlerden DNA ekstraksiyonu i¢in iki ayr1 yontem kullanilmasina
ragmen sonucun degismedigi goriildii. Mevcut durum bizi 6ncelikle siitlerde bakteri olmamast
ihtimaline ydnlendirdiginden anne siitlerinden nonspesifik besiyerlerine direkt kiiltiir ekimi
yapildi. Olusan az miktarda koloniden (5-15 cfu/ml) izole edilen bakteriler Staphylococcus ve
Micrococcus cinsine aitti. Dolayisiyla calismamizda anne siitinden 16S rRNA
amplifikasyonunun olmamasinin nedeni; ilk haftada siitte bakteri yogunlugunun az olmasi
veya DNA ekstraksiyon yontemlerinin yetersizligi olarak yorumlandi.

Anne siitlerinden bakteri izolasyonunun yetersizligi giiniimiiz arastirmacilarini

anne siitii florasini yansittig1 diistiniilen infant bagirsak mikroflorasini es zamanli incelemeye

sitii alan bebeklerde 1. haftada en g¢ok Enterobacteria ve Enterococcus izole edilmis,

Bifidobacteria cinsi bakterilerin yasamin ilk giiniinden itibaren intestinal florada arttig

saptanmistir S . Orrhage ve ark. ne sutu alan term yenidoganlar ifidobacter {J ;
P stir (130,131). |Orrhag k. (51) anne siitii al yenidoganlarda Bifidob

ark. (133) tarafindan da dogrulanmlstlr.\r An

sonunda intestinal florada Bifidobacter’den zengin bir flora olustugu bildirilmistir (59).\”,/”

Yoshioka va ark. (134), anne siiti alan infantlarda, intestinal florada Bifidobacter

hakimiyeti bagka galigmalar ile desteklenmistir. Tiir bazinda ise 6zellikle Bifidobacterium

breve’nin anne siitii alan olgularda daha sik goriildiigi bildirilmistir (89,136,136)\.”7_

Bifidobacter hakimiyeti birinci ayin sonunda halen devam ederken, diger organizmalarin

baskilandigi rapor edilmistir (87,133,135).
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Erken doénemlerde Bacteroides sayilar1 c¢alismadan c¢alismaya degisse de

insidansi anne siitii alanlarda %6-20 arasinda tespit edilmis, buyuk gocuk ve eriskinler igin

insidans1 daha diisiik plan bu bakteri tiiriiniin, saghikli yenidoganlardaki varligmm tehlike

olusturmadigi 6ne siirtilmiistiir (50,73,86,91D7. \

Genel olarak kiiltiirel gahsmalarda Staphylococcus tiirleri anne siitii alan grupta
daha sik bulunmakla birlikte (137), zaman iginde azalma egilimi gostermektedir (130,138).\“

[Bam arastlrmacﬂar tarafindan anne siitii alan infantlarda S.epidermidis fekal florada dominant :g L

Tiim bu ¢alismalara zit olarak beslenmenin intestinal floraya etkisinin olmadigin

savunan ¢alismalar da bulunmaktadir. Isvec’te yapilan bir galismada, S epidermidis disinda

anne siitii ve formiil mama alan olgularin fekal orneklerinde farklilik bulunmamistir (130).\7_ ! “

Ayni bulgular bagka [gahsmalar ile de desteklenmis olup, oOzellikle ilk haftadaki

kolonizasyonun beslenmeden bagimsiz oldugu bildirilmistir (133,135). Baska bir ¢ahismada 1

anne siitii ve formiil mama ile beslenenlerde en sik E. coli ve Bacteriodes spp. rastlanirken,
her iki grupta da Bifidobacteria fekal 6rneklerin yarisindan azinda izole edilmistir (130). Hall
ve ark. (60) 30.gilinlerinde olan term bebeklerin gaytasinda Lactobacillus izole etmisler ve

beslenme seklinin kolonizasyon paternine etkisi olmadig1 yorumunu yapnuslardir,

Molekiiler caligsmalar anne siitiiniin intestinal floraya etkisini tutarli sekilde:‘

gostermektedir. Martin| ve ark. (128) saglikli 20 anne-bebek ¢iftinde yaptiklar1 calismada 7
gilin-3 ay arasindaki donemde spesifik primerler kullanarak siit 6rneklerinde Bifidobacteria,
Lactobacillus ve Staphylococcus cinsi bakterileri saptamistir. Izolatlarm tiir diizeyinde
ayrintilandirilmasi i¢in yapilan kiiltiirlerde siit 6rneklerinin tamaminda Staphylococcus ( en
sik S. epidermidis, S.hominis), %80°’nde Lactobacillus (L.casei, L. gasseri, L. gastricus, L.
fermentum, L. plantarum, L. reuteri, L. salivarius, L. vaginalis) ve %15°nde Bifidobacteria
(B. breve, B. longum ) tespit edilmistir. Anne siitlerinde bulunan S. epidermidis, S. hominis, L.
fermentum, L. gasseri, L. salivarius ve L. vaginalis’in de degisik oranlarda bebek gaytalarinda
saptanmasiyla intestinal floraya gectigi gosterilmisti. Bu c¢alisma Staphylococcus,
Bifidobacteria ve laktik asit bakterileri gibi kommensal ve potansiyel probiyotik bakterilerin

anne siitiinde saptanmasi ve bu bakterilerin siit yoluyla anneden bebege gecerek bagirsak
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bariyeri ve GALT gelisimini destekledigini gostermesi agisindan 6nemliydi. \Hernekadar

bizim c¢alismamizda anne siitiiyle karsilagtirma imkani olmasa da, ilk giin haricinde gayta
orneklerinde Staphylococcus izole edildi. Streptococcus tim giinlerde yiiksek diizeyde tespit
edilirken, Lactobacillus cinsi bakteriler bir ve tgiincli giinde tespit edildi. Yedinci giinde bu
bakteriye rastlanmadi. Bacteriodes grubunun orani giinler ilerledik¢e katlanarak artiyordu.
Calismamizda kiiltiirel yontemler ile uyumlu olacak sekilde Escherichia cinsi bakteriler her
ii¢ giinde de yiiksek diizeyde saptandi. Bu durumun nedeni daha 6nce yapilan molekiiler
calismalarda kullanilan spesifik primerlerin Escherichia’y1 kapsamamasi olarak yorumlandi.
Olgularimizin higbirinde Bifidobacter cinsi bakterilere rastlanmadi.

Harmsen ve ark. (96) FISH ve 16S rRNA kullanarak gergeklestirdikleri ¢alismada
anne sitli alan olgularda baskin cinsin Bifidobacter oldugunu belirtmislerdir. En az
Lactobacillus ve Streptococcus cinsi bakteriler saptanmistir. K}ré')nlund ve ark. (140) sadece

Bfidobacter analizi i¢in PCR kullanarak, anne siitii alan bebeklerin gaytalarinda belirgin

onemli bir kaynak oldugunun vurgulandigi baska bir ¢alismada, random amplifiye polimorfik
DNA (randomly amplified polymorphic DNA=RAPD) yontemi kullanilarak bebek gaytasi ve
bebegin gaytalarini 1, 10, 30 ve 90. giinde alarak kiiltiir, RAPD ve sekans analizi uygulamis
ve ilk giin gayta orneklerinde en yiiksek oranda Enterococcus (E. faecalis) ve Streptococcus
(S. salivarius ) tespit etmiglerdir. Diger giinlerde de sirasiyla Bifidobacterium (B. longum, B.
bifidum, B. pseudocatenulatum), Streptococcus (S. salivarius, S. vestibularis), Lactobacillus
(L. gasseri) ve Enterococcus (E. fecalis) saptamislardir. Ayni g¢alismada yapilan RAPD
analizi ile anne siitii ve gayta Bifidobacter tiirlerinin ayni genetik profilden olustugunu
giinlerde saptandi.

Echarri ve ark. (141) spesifik primerler kullanarak, anne siitii alan term olgularda
8.glinde Bacteroides, Staphylococcus, Enterococcus, Enterobacter, Bifidobacter, Clostridium
calismada [DGGE ve sekans analizi uygulanan ve anne siitiiyle beslenen iki olgunun gayta
orneklerinde 1 ve 2. gin E. coli, Veillonella dispar, Clostridium (C. Paraputrificum),
Enterobacter, 1. hafta boyunca Bacteroides ve S. salivarius, ve 7. giiniin tamamlanmasiyla

birlikte S. thermophilus, Enterococcus raffinosus, Ruminococcus gnavus ve Enterococcus
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B. fragilis ve Lactobacillus diizeylerini anne siitii alanlara kiyasla yiiksek saptanmustir. Bizim
calismamizda ozellikle yedinci giinde olusan heterojen mikroflorada Clostridium, E. coli,
Veillonella ve Lactobacillus degisen oranlarda tespit edildi. Mutlak anaerob olan Veillonella,
Bacteroides, Parabacteriodes grubu bakterilerin yedi giin gibi kisa bir siirede florada
baskinlik gostermesi ise anne siitiiyle beslenen infantlarda kapsamli floranin daha kisa
stirelerde olustugunun kanit1 olarak yorumlandi.

FISH ile gergeklestirilen baska bir calismada Bifidobacter’in anne siitii alan
olgularda baskin olmasina karsin formiil mama alan olgularda da Bacferiodes spp. ile birlikte
benzer diizeylerde oldugunu gdstermistir (96). Formiil mama ile beslenen olgularda en az
mama alan bir olgunun (Olgu 5), 1 ve 3. giin analizinde 3 cins ve 6 tiire ait bakteriler
saptanmustir. Streptococcus her iki giin igin de en ¢ok izlenen cins olarak tespit edilmistir. En
stk S. salivarius tirii tespit edilmistir. Ik giin Lactococcus garvieae ve iigiincii giin
Enterococcus faecalis diisiik oranlarda tespit edilmistir. Bu olguda yedinci giin tespit edilen
bakteri cinsi yediye yiikselmis, en c¢ok izlenen cinsler Veillonella, Clostridium ve
Enterococcus olarak saptanmistir. Bizim bulgularimiz da formiill mama alan olgularda

Veillonella ve Clostridium baskinligi sayesinde ilk haftada olugan bnaerobik mikrofloranin

eriskin tip floraya daha ¢ok benzedigi ve anne siitil alanlara kiyasla daha erken olustugu

olgu uzun siireli YYBU’de izlenmisti ve sadece yedinci giinde sekans analizi yapilabildi. Bu
iki olgunun yedinci giin bakteri dagilimi karsilastirildiginda gerek bakteri sayist gerekse de
cins dagilimi1 Olgu 5°de daha fazlaydi. Bu durum, Olgu 7°nin YYBU’nde uzun siireli yatist ve
¢oklu antibiyoterapi almasi ile agiklanabilir.

Yenidogan intestinal mikroflorasmmin dogumdan hemen sonra sekillenmeye
baslayan yapisinin anlagilmasi amaciyla yapilan kiiltlir temelli ¢alismalarda aerob/fakiiltatif

anaeroblarin ilk haftadaki baskinlig1 gosterilmistir. Bu ¢alismalarda infanttaki ilk kolonizerler

E. coli ve Enterococcus (E. faecalis ve E. faecium) seklinde tanimlanmistir. Ek olarak oksijen ‘;:

iceriginin bol oldugu dénemde Aeromonas, Pseudomonas ve Acinetobacter’in de gegici

nedenlerinden olan Grup B Strepfococcus ise yenidoganlarda %5 kolonize bulunmustur (88).\”,//
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Bazi klasik ¢alismalarda da yenidoganlarin KNS ile kolonizasyonunun S. aureus’dan daha
fazla oldugu ve dogum sonrasi ilk giinlerde Enterobacter cinsi bakterilerin yenidogan
intestinal florasina hakim oldugu gdsterilmistir (55).

Molekiiler metodlar kullanilan calismalarda saptanan sonuglarin kiiltiirel
yontemlerle benzerlik gosterdigi noktalar olsa da bakteriyel ¢esitlilik agisindan farkliliklar
gosteriyordu. Mitsou ve ark. (142) dogum sonrast 4, 30 ve 90.giinlerde saglikli ve term

yenidogan gaytalarini incelediklerinde Lactobacillus ve Enterococcus cinslerinde 6zellikle

4.giinden sonra hizli bir artig tespit etmistir.\ [Favier ve ark. (16) DGGE ve sekans analizi

uygulanan iki olgunun gayta 6rneklerinde 1- 2.giin E. coli, Veillonella dispar, Clostridium (C.
Paraputrificum), Enterobacter, 1. hafta boyunca Bacteroides ve S. salivarius, ve 7.ginin

tamamlanmasiyla birlikte S. thermophilus, Enterococcus raffinosus, Ruminococcus gnavus ve

Enterococcus avium saptamlstlr.\ [Echarri ve ark. (141) spesifik primerler kullanarak yaptigr

Enterococcus (E. fecalis) ve Streptococcus (S. salivarius ), ilerleyen gilinlerde de
Enterococcus, Streptococcus, Laktobacillus ve Bifidobacter cinsine ait bakteriler izole
PCR-DGGE ile gergeklestirdigi ¢alismada ilk giin mutlak aerob olan Pseudomonas kisa siireli
izlenmis ve yerini fakiiltatif anaerob olan Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus ve
Enterobacter’e birakmustir. Ugiincii giinde en sik Streptococcus tiirleri S.parasanguinis,
S.cremoris ve S.thermophilus saptanmustir. Uciincii giin oral orjinli bakteriler olan
S.parasanguinis, S.mitis, S. salivarius, B.dentum ve Veillonella parvula'min yogunlukla
izlenmesi erken donem intestinal flora kolonizasyonunda oral floranin etkisini isaret etmesi
agisindan dikkat c¢ekici bulunmustur. Cogu olguda ilk 2 ayda Bifidobacter diisik diizeyde
izlenirken, sadece bir olguda Bifidobacter ilk haftada baskin diizeye gelmistir. Ve ayni siiregte

Enterobacter bandinda azalma olmustur. Bu durum ﬂ’ark ve ark. (21) yaptig1 ¢aligmada da

alim giinlerinin ilerlemesiyle birlikte tespit edilen bakteri sayilarinda artis gdzlendi.
Calismanin geneline bakildiginda en sik Firmicutes filumuna ait bakteriler gozlenirken, cins
diizeyinde en sik Streptococcus, tir diizeyinde ise en sik Escherichia coli tespit edildi. Filum

diizeyinde karsilastirma yapabilecegimiz bir ¢alisma olmamasma karsm, cins ve tir
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diizeyindeki bulgularimiz kiiltiirel ve molekiiler ¢aligmalar ile uyumlu bulunmustur. Ancak
calismamizdaki hicbir érnekte Bifidobacter cinsine ait bakteri tespit edilmedi. i1k giin alman
gayta Orneklerinde en sik rastlanilan bakteriler Streptococcus (Streptococcus salivarius),
Escherichia (Escherichia coli) iken 3.giin en sik Streptococcus (Streptococcus salivarius) ve
Enterococcus (Enterococcus faecalis) saptandi. Veillonella ise 3 ve 7.ginde kendini
gosteriyordu. En sik tespit edilen tiirleri 3. giinde i¢in V. parvula ve V. dispar, 7. giinde V.
ratti, V. dispar ve V. tobetsuensis idi. Yedinci giin bir fakiiltatif anaerob olan Enterococcus’un
ardindan gelen ve mutlak anaerob bakteriler olan Bacteriodes ve Veillonella adeta

yaklasmakta olan anaerob floranin habercileriydi.

Olgun floranin gelisimi icin dengeli anaerobik flora olusumu gerektigi ¢esitli

bakterilerin yayilmasi sonucunda tiikenen oksijene bagli olarak anaerobik ¢evre olusumuna

ikincil zorunlu anaerobik bakterilerin iiremesi ve hakimiyet kazandigi da belirtilmi§tir.\”5‘

Calismamizda orneklerin alindigr tiim gilinlerde fakiiltatif anaerob bakteriler gogunlukta

izlense de ozellikle 7.giin belirginlesen anaerob bakteri artigi dikkat g¢ekiciydi. Hayatin ilk

haftasinda Wacteriodes (B. fragilis, B. vulgatus ve B. thetaiotamicron), Biﬁdobacteﬂium (B.

faecalis) ve Bacteroides (Bacteroides vulgatus) tespit edildi. Bu grupta, ilk giinlerde |

saptadigimiz belirli tiirlerin predominansi gerileyerek, yerini daha kalabalik ve gesitli bakteri
gruplarina birakti. Oyle ki ii¢ ve yedinci giinlerde asemptomatik olgularda Salmonella
(Salmonella enterica), Shigella (Shigella flexneri, Shigella sonnei ) ve yedinci giinde de yine
asemptomatik olgularda Clostridium (Clostridium paraputrificum, Clostridium perfringens,
Clostridium tertium) tirleri saptandi. Patojen bakterilerin asemptomatik olgularda erken
florada diisiik oranda olsa da saptanmasi, komplike floranin smirlandirici ve koruyucu etkisini
birkez daha vurguluyordu.

Uzerinde diisiiniilmesi gereken baska bir nokta ise, bu patojen bakterilerin bebege
nereden geldigiydi. Degisik molekiiler yontemler kullanilarak yapilan arastirmalarda E. coli,
Clostridia, Salmonella gibi patojen bakteriler saglikli infant bagirsak mikroflorasindan izole

edilmistir. Bu arastirmalarda saptanan bakterilerin birgogunun anne siitiiyle birlikte annenin
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intestinal florasindan enteromammarik siklus araciligiyla bebege gecerek fekal mikrobiota
kompozisyonunu etkiledigi ongdriilmiistiir (16,27,144).\

[Bebekligin ilk giinlerindeki kolonizasyonu ve kolonize olan bakteri tiirlerinin
nitelik ve niceligini etkileyen faktorler arasinda en Onemlileri gestasyonel yas, maternal
mikrofloranin kompozisyonu, dogum sekli (vajinal/sezaryen seksiyo), beslenme sekli (anne
siitli, formiil mama), hastaneye yatig oykiisi, antibiyotik kullanimi, annenin dogum oncesi ve
sonrasinda diyeti, bebegin saglik durumu, bagirsagin anatomik gelisimi, yasanilan bolgenin

gelismislik diizeyi veya mikroflorasi olarak tanimlanmustir (23).

karsilastiklarindan ¢evre florasinin baskin etkisi bu olgularda genellikle izlenmemektedir. Bu “

olgularda intestinal floraya yonelik kiiltiir temelli galismalarda dogum sonras 10.giinde fekal
Lactobacillus kolonizasyonunun vajinal dogumla direkt iligkili oldugunu, ancak dogum
seklinin 10.giin Bifidobacteria varligi ile 1. aydaki bakteri kolonizasyonu ve sayisini

etkilemedigi tespit edilmistir (60). lAyrlca vajinal dogan olgularda Bacteroides kolonizasyonu

sezaryen ile dogan yasitlarina gére hem daha hizli hem de daha stabil saptanmigtir (146).\”‘:‘

[Molekiiler analiz i¢in DGGE kullanilan bir bagka ¢alismada ise vajinal dogan, ilk 15 giin

sadece anne siitli alan iki olgudan birinde 1.glin Escherichia coli, Veillonella dispar, 7.glin
Streptococcus.thermophilus, 8.giin  Enterococcus raffinosus, Ruminococcus gnavus,
Enterococcus avium saptanirken diger olguda dogumunun ilk giinlerinde Clostridium,
Enterobacter, Bacteroides ve Streptococcus salivarius, 2.gin: Clostridium paraputrificum
tespit edilmistir. Bu olguda ilk 2 hafta boyunca Bifidobacterium, Enterobacter, Clostridium

ve Streptococcus cinsleri predominant izlenmistir (16).\

Biasucci ve ark. (17) ise dogum sonrasi 3.giinde gayta érneklerini inceledikleri 46

olguda once DGGE kontrol amaglh da TGGE kullanmislardir. DGGE kullanilan vajinal
dogumlarin hepsinde Klebsiella oxytoca ve Bifidobacterium pseudolongum saptanmis.
Escherichia coli oran1 vajinal dogumlarda daha fazla tespit edilmistir. Sezaryen dogumlarda
DGGE ile hig Bifidobacterium saptanmazken TGGE’de %38,7 olguda Bifidobacterium longum
ve Bifidobacterium gallicum tespit edilmistir. Bu durum molekiiler ¢alismalarda TGGE’nin
daha duyarli bir yontem oldugu seklinde yorumlanmistir. Vajinal dogan olgularda en fazla
Bifidobacter tiirli sirasiyla Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium

bifidum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium gallicum, Bifidobacterium adolescentis
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saptanmustir. Bacteriodes, vajinal dogan olgularin %8,7°’'nde varken tiim bebeklerde

olmak {iizere calismaya aldiklar1 165 olgudan 1. ayda aldiklar1 gayta orneklerini FISH ile
calismis, ornekler Bacteriodes, Bifidobacter, Clostridia, Lactobasil ve Enterococcus igin
taramiglardir. Birinci ayda vajinal dogumlarda Bifidobacter ve total bakteri yiikii orani
anlamli derecede yiiksekken, diger bakteriler i¢in fark saptanmamlstlr.\
Bizim c¢alismamizda vajinal dogan olgularda giinler ile birlikte filum ve cins
diizeyinde cesit anlaminda azalma vardi ve bakteri sayilar1 sezaryen ile dogan yasitlariyla
kiyaslandiginda oldukga diisiiktii. Bu durum ¢alismaya alinan olgularm sadece ikisinin vajinal
yol ile dogmas1 yani olgulardaki sayisal dengesizlik ile agiklanabilir. Escherichia ilk giin
%066,2 ile en yiiksek oranda saptanirken diger giinlerde geriledi ve yedinci giin %7,1 oraninda
saptand1. Ug ve 7.giinlerde ise en sik Bacteroides ve Enterococcus cinsi tespit edildi. Her iic
giinde de Bacteroides mevcudiyeti ve Bacteroides vulgatus’un ilerleyen giinler ile birlikte
katlanarak artan orani dikkat g¢ekiciydi. Calismamizda bu olgularda Strepfococcus ve
Bifidobacterium cinsi bakterilere rastlanmadi. Lactobacillus ise sadece birinci giinde tespit
edildi.
Geligsmekte olan iilkelerde yapilan kiiltiir temelli ¢alismalarda Enterobacter’in erken
kolonizasyonunun sezaryen ve vajinal dogan olgularda benzer olmasina baglh olarak dogum
seklinin kolonizasyona etkisinin sanildigi kadar énemli olmadigi sonucuna varilmistir (56,73).

Calismamizda iki grup arasinda Enterobacter igin biiyiik fark vardi. Vajinal dogan olgularda

sadece birinci giin diisiik oranda saptanan bu bakteriler, sezaryen ile dogan olgularda her ii¢ :‘

giinde de hatir1 sayilir oranlarda karsimiza gikti. \

Sezaryen ile dogan olgularn annelerinin vajinal ve fekal florasi ile direk

temaslarmin olmamasi, annelerin emzirmeye ge¢ baglamalar1 ve uzun siire annelerinden ayr1 : |

kalmalari, intestinal kolonizasyonda g¢evre etkisini énemli bir kaynak haline getirmektedir.\”f‘ /

]Béylece sezaryen ile dogan olgularin stabil ve fonksiyonel intestinal flora gelisimi

(147), l4.glinde Bacteriodes spp. lyelerindeki gecikmenin oldugunu ancak Bifidobacter
izolasyonu saglandigini tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada sezaryenle dogan olgularda en sik

kargilasilan anaerob bakteri grubu Clostridium perfringens olmustur. Bezirtoglu ve Ramond
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(148) anne siiti alan olgularda dogum sekline bakilmaksizin GIS florasmin en sik
Bifidobacteria ile kolonize oldugunu tespit etmislerdir.

ljominguez-Bello ve ark. (15) 16S rRNA metodu kullanarak dort vajinal, alti
sezaryen dogan olgu ve anneleri incelemistir. Annelerde dogumdan 1 saat 6nce oral mukoza,
vajinal siiriintii ve cilt 6rnegi; olgulardan da dogum sonrasi 5 dk iginde cilt, oral mukoza,
nazofarengeal aspirat ve 0-24 saat iginde de mekonyum oOrnekleri alimmistir. Sezaryen ile
dogan olgularin mekonyumunda anne ve bebek cildiyle uyumlu bakteriler (Staphylococcus,

Corynobacterium ve Propionibacterium) saptanirken, vajinal dogan olgularda vajen florasini

calismada MRSA’ya bagl cilt enfeksiyonu olan olgularin ¢ogunlugunun sezaryen ile
dogdugu ve bu bakteriyi anne cildinden aldigi belirtilirken, vajinal dogan olgularda vajen
florasinin patojen bakterileri inhibisyona ugrattigi ifade edilmistir (155),
]Park ve ark. (21) sezaryen ile term dogan ve formiil mama ile beslenen bir olguda
gergeklestirdikleri ¢alismada dogum sonrast 1, 3 ve 6.giinde alman gayta orneklerini 16S
rDNA ile ¢aligmustir. Birinci giin en yiiksek oranda Lactococcus lactis ve Leuconostoc
citreum, liglincili glin Streptococcus salivarius, Escherichia coli ve Streptococcus mitis, altinci
giinde de Escherichia coli ve Enterobacter cloacae tespit edilmis, en bilyiik taksonomik grup

Escherichia coli olarak belirlenmistir. Penders ve ark. (47) yiiriittiiii bir ¢alismada, sezaryen

ile dogan olgularda vajinal doganlara kiyasla 1. ayda Bifidobacter ve Bacteroides diistk, E.

coli ve C. difficile yiiksek diizeyde izlenmistir| Bizim ¢alismamizda da gerek kiiltiir gerekse

| Aciklama [gg234]:

Dominguez-Bello M. G.,Delivery
mode shapes the acquisition and
structure of the initial microbiota
across multiple body habitats in
newborns Proc Natl Acad Sci U S
A. 2010 June 29; 107(26): 11971—
11975. Microbiology

o Aciklama [gg235]:

Watson J, et al. (2006)
Community-associated methicillin-
resistant Staphylococcus aureus
infection among healthy
newborns—Chicago and Los
Angeles County, 2004. MMWR
55:329-332. Reprinted in Watson
J, et al. (2006) JAMA 296:36-38.

molekiiler ¢aligmalar ile uyumlu olarak, sezaryen ile dogan olgularin higbirinde Bacteroides

cinsine ait bakteri rastlanmadi. Bir ve tgilincii giinlerde ilk {i¢ swrada Streptococcus,
Enterobacter ve Escherichia cinsine ait bakteriler mevcuttu ve bu durum yukarida bahsedilen
kiiltiirel galismalarin (146,147,148) sonuglarmdan farkliydi. Ornek alim giinlerinin tamamimda
Escherichia ortalama ayni oranlarda bulunurken (sirasiyla %12,2, %11,6, %10,4), yedinci
giine dogru Streptococcus ve Enterobacter oranlarinda belirgin diisiis vardi. Ozellikle yedinci
giin Veillonella cinsi en yiiksek oranda karsimiza ¢ikti. Ayni giinde bakteri oranlarinin azalip
gesitliligin artmasi dikkat ¢ekiciydi. Olgularimizda hem ti¢ hem de yedinci giinde Salmonella
ve Shigella cinsine ait bakteriler diisiik oranda tespit edildi. Bu olgular asemptomatikti.
]Olgularlmlzda tim giinler i¢in E. coli diizeyindeki duraganlik ve sadece yedinci giinde
Clostridium ve Klebsiella tespit edilmesi, sezaryen ile doganlarda azalmig yarismaya bagl

olarak Enterbacteriaceae ailesi (E. coli harig), Klebsiella ve Clostridium (C.difficile dahil)
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Park ve ark. (21) calismasiyla benzerlik gostermekle birlikte olgu sayisi ve bulgularimiz

bakimindan farkliydi. Bizi

Lactococcus garvieae %0,4 oraninda izleniyorudu. Ug ve yedinci giinlerde ise ayn1 bakterileri ;

farkli oranlarda tespit ettik ki muhtemelen bu farkliligin nedeni olgu sayimizin daha fazla
olmastydi.

[ALLERGYFLORA adl kohort ¢alismasinda 0- 12 ay arasinda 300 Isveg, italyan
ve Ingiliz infantin gayta 6rnekleri incelenmis, sezaryen ile dogan infantlarin vajinal doganlara

kiyasla 1 yila kadar daha diisiik anaerobik fakiiltatif bakteri diizeyi oldugu saptanmistir (45).\7_

Calismamizda sezaryen ile dogan olgularda ilk giin anaerob bakteri izlenmezken yedinci

giinde %32,1 oraninda tespit edildi ki bu durumun en biiyiikk sorumlusu Veillonella cinsi
bakterilerdeki mutlak artisti. Vajinal yol ile dogan olgularda ise ilk giinden itibaren anaerob
bakteriye rastlandi. Ozellikle 3 ve 7.giinlerdeki Bacteroides hakimiyeti ile birlikte anaerob
oranlari hizla artti.

Floranin bir diger belirleyicisi olan ¢evre de bir¢ok ¢alismada degerlendirilmistir.
Tamamen saglikli olan ve herhangi bir nedenle antibiyotik tedavisine ihtiyag duymayan
olgularda Bifidobacter, Lactobacillus, Staphylococcus ve Streptococcus hayatin erken

donemlerinden itibaren gaytada molekiiler yontemler ile saptanabilmektedir (18,128).\7@9

etkisi o kadar belirgindir ki hastanede normal vajinal dogum yapan olgularda bile evde normal

vajinal dogum yapan olgulara kiyasla daha yiiksek E. coli ve C.difficile diizeyleri izlenmistir

(47). [Calismamizda anne yaninda izlenen olgularda Szellikle iigiincii giinde saptanan cins ve
tiir diizeyindeki artig dikkat ¢ekiciydi. Lactobacillus cinsi bakteriler her ii¢ giinde de izlendi.

Birinci giin Escherichia, Enterobacter; 3.giinde Enterococcus, Escherichia, Enterobacter ilk

siralarda izlenirken 7.glinde Escherichia, Enterococcus’un ardindan Veillonella ve

Bacteroides grubu bakteriler tespit edildi.

Yenidogan yogun bakim iinitelerinde izlenen olgular ise, kullanilan antibiyotik
rejimleri neticesinde diisiilk bakteri yogunlugu ve anaeroblardan yoksun bir mikrofloraya
sahip olmaktadirlar. KNS, Enterococcus ve Enterobactericeae bu infantlarda izlenmesine
karsin oranlari, kullanilan antibiyotiklere karsi direngleri dogrultusunda degiskenlik

sefoksitin ve gentamisin fle tedavi edilen yenidoganlar1 tedavi almayan term ve preterm

yenidoganlarla kiyasladiklarinda, dogumunun 2. haftasinda tedavi almayan olgularda %90
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anaerobik flora olustugunu saptamislardir. Olgularin %70’  Bifidobacteria, %50’si
Bacteriodes spp. ile kolonize oldugunu tespit etmislerdir. Tedavi alan grupta anaerobik
florada baskilanma gézlenmis, olgularin %5-25’nde anaerobik bakteriler izole edilmistir. ki
hafta sonra bu olgularin %57’sinden anaeroblar izole edilmistir. Antibiyotik tedavisi
Klebsiella’da asir1 cogalmaya neden olurken diger Gram negatif aerob bakterilerde bu durum
gozlenmemistir. C. difficile ve Clostridium perfringens tirleri tedavi sirasinda ve sonrasinda
Citrobacter ve Pseudomonas kolonizasyonunda artma, Clostridia disinda tiim anaeroblarda
baskilanma ve E. coli seviyelerinde diisiis izlenmistir. Antibiyotik kullanimi sonucu intestinal
ark. (149) tarafindan gergeklestirilen ve DGGE analizi kullanilan baska bir ¢alismada,
YYBU’nde izlenen infantlarda yukaridaki bakteri gruplarina ilave olarak Citrobacter freundii
tespit edilmistir,

izlenirken antibiyotik alan iki olguda ilk 3 giin almayan olgulara kiyasla daha basit mikrobiota
izlenmigtir. Bu olgulardan birinde Micrococcus mucilaginosa’ya ait bant 5.giinde ortaya
cikarak 1 ay devam etmistir. Bu bakteri sik karsilasilan bir habitat {iyesi olmadigindan varligi
herhangi bir durumla iliskilendilememesine karsin dikkat gekici bulunmustur. Diger olguda
3.glin tespit edilen E.faecium 1. ayda kaybolmustur. Calismaya alinan diger olgularda
saptanan Bifidobacter bandinin bu olguda tespit edilememesi Enterobacter baskinligma
baglanmis. Hayatin erken doneminde alinan antibiyotik tedavisinin bagirsagm normal
mikrobiyal ekosisteminin gelisimini ne denli derinden etkiledigini gostermesi agisindan
olgularda cins ve tiir diizeyindeki en biiyiikk farklilik yedinci giinde izlendi. 1 ve 3.giin
sirastyla 6 ve 8 cins saptanirken yedinci giinde 17 cins bakteri saptandi. Birinci giin
Lactobacillus ve Lactococcus cinsi bakteriler tespit edilirken ayni giin en fazla saptanan
bakteriler Streptococcus, Escherichia, Bacteriodes idi. Ugiincii giin tespit edilen bakteriler ise
strastyla Streptococcus, Bacteriodes ve Staphylococcus’du. Yedinci giin ise Streptococcus ve
Escherichia oram1 ciddi anlamda gerilemis, yerini Bacteriodes, FEnterococcus ve

Enterobacter’e birakmisti. Ayni giin Veillonella da yiiksek oranlart ile dikkat c¢ekiyordu.
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basina hem yogun antibiyotik alan hem de YYBU’nde uzun siireli izlenen Olgu 7
incelendiginde yedinci giinde en fazla Enterococcus (%65), sonrasinda ise sirasiyla Klebsiella
(%32) ve Enterobacter (%3) cinsi bakteriler izole edildi ki bu durum klaha once yapilan
olgunun yeterli anne siitii almamasi ile de iligkilendirilebilir.

[Hayatm ilk giinlerinde yenidoganlardaki genis spektrumlu antibiyotiklere

maruziyetin gastrointestinal kanal florasmin ekolojik dengesine etkisini inceleyen birgok

antibiyotik tedavisi alan 26 olgunun gayta orneklerini antibiyotik almayan kontrol grubuyla  \ ‘

birlikte ilk 5 giin hergiin, sonraki 2 ay boyunca da ayda bir kez T-RFLP, DGGE ve Q-PCR ile
degerlendirmis, antibiyotik alan grupta total bakteri dagilimi anlamli olarak disiik
bulunmustur. Kontrol grubunda Bifidobacter, Veillonella, Clostridium, Bacteriodes,
Ruminococcus ve Eubacter’in ilk ayda hizla arttigi ve mutlak anaerob floranin hizla olustugu
goriilmistiir. Dengeli mikrofloraya isaret eden bifidus florasinin (Bifidobacter’den zengin
flora) olusumu ise 1. ayda gergeklestigi tespit edilmistir. Antibiyotik alan grupta ise
Bifidobacter’in florada izlenmesi 1. ayin sonlarinda olmustur. Enterococcus (E. faecium) ilk
giinden yiiksek oranlarda goézlenmis, Enterobacter 1. ayda %100 kolonize saptanmistir. Bu
olgularda Bacteroides tespit edilememistir. Bu olgularda Bifidobacter gibi Veillonella’ya da

ilk hafta saptanmamlgtlr.\ Baska bir calismada saptanan diisiik Bifidobacter diizeyinin

antibiyotikle beraber mi yoksa tek basina kullanildiginda m bu etkisi goriiliiyor, |

belitilmemistir. Bizim ¢alismamizda antibiyotik alan olgularda ilk giin amplikon yoktu. 3.giin
Streptococcus, Enterobacter ve Raoultella tespit edildi. 7.giinde de Enterococcus,
Enterobacter ve Klebsiella ilk siradaydi ve Klebsiella bu gruptaki tek anaerob bakteriydi.
Antibiyotik almayan olgularda gerek toplam bakteri sayisi gerekse de gesitliligi antibiyotik
alan gruba gore fazlaydi. Bacteriodes, Lactobacillus ve Lactococcus ilk giinden itibaren
florada izlenirken, yedinci giinde Bacteroides ve Veillonella’nin hizli pikleri dengeli bir

floranin olusacaginin isaretlerini veriyordu.
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Gelismekte olan iilkelerde infantlar, 6zellikle spontan vajinal dogum sonrasinda

yiiksek oranlarda bakteriye maruz kalir ve bu durum bagirsagin kolonizasyon seklini de

floranin siklikla ¢evrelerinde olmasindan dolayr E. Coli, Bifidobacteria ve Bacteroides gibi
genellikle vajinal dogan olgularin edindigi bakteriler ile gelismis tilkelerdeki yasitlarina
ile dogan Isveg ve Pakistan’l1 bebekler karsilastirilmis, Isve¢’li yenidoganlarda Enterobacter ;
ve Streptococcus tirleri mekonyum o&rneklerinde 4-7. saatte tespit edilmis, Pakistan’li
olgularda Proteus, Klebsiella, Enterobacter ve Citrobacter kolonizasyonu dogumun ilk

saatlerinden itibaren saptanmistir. Yine bu olgularda anne siitii almalarina karsin 6. ayda hala

sekilde yedinci giine dogru tespit edilen bakteri gesitliligi artti. Birinci giin ilk sirada ' -

Streptococcus, Escherichia ve Propionibacterium cinsi bakteriler rastlandi. Ancak tiir
diizeyinde degerlendirdigimizde Escherichia coli en ¢ok tespit edilen bakteriydi. Ugiincii giin
ise ilk sirada yine Streptococcus (Streptococcus salivarius) cinsi varken diger hakim grubu
Bacteroides (Bacteroides vulgatus) ve Enterococcus (Enterococcus faecalis) cinsine ait
bakteriler olusturuyordu. Yedinci giin ise mutlak bir Bacteroides (Bacteroides vulgatus,
Bacteroides clarus, Bacteroides ovatus) hakimiyeti s6z konusuydu. Bu grubu Enterococcus
(Enterococcus faecalis), Enterobacter (Enterobacter aerogenes) takip ediyordu.

Gelismis iilkelerde ise gelisen kisisel ve ¢evresel hijyen kosullari nedeniyle
ozellikle sezaryen ile dogan [bebekler, annelerinin vajen ve bagirsak florasi ile direkt

karsilasmadigindan Bacteriodes, Bifidobacteria ve E. coli ile karsilasmalar1 gecikmektedir

olgularimizin degerlendirilmesi sonucunda her ii¢ taksonomik diizeyde de (filum, cins ve tiir)
sehir disinda yasayan Orneklere kiyasla sayisal gerilik s6z konusuydu. Bu olgularda birinci
giin sirasiyla en sik Enterobacter (Enterobacter aerogenes), Escherichia (Escherichia coli) ve
Streptococcus (Streptococcus salivarius) tiirlerine rastlandi. Ugiincii giin siralama Escherichia

(Escherichia coli), Enterobacter (Enterobacter aerogenes), Enterococcus (Enterococcus
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faecalis) seklinde degisti. Yedinci giin Escherichia (Escherichia coli) hakimiyeti azalmakla
birlikte devam ediyorken bu sefer siralama oldukga degisti. Cins ve tiir diizeyinde Veillonella
(Veillonella parvula) ikinci siradaydi. Enterobacter (Enterobacter aerogenes) cins diizeyinde
igiincii siradayken Klebsiella oxytoca tir dizeyinde onu takip ediyordu. Annesi sehirde
yasayan olgularm tamami, annesi sehir disinda olan olgularin dordii sezaryen ile dogmustu.
Ozellikle annesi sehir disinda yasayan ve dogal hayat ile daha yakm temas halinde olan
olgularin erken bagirsak kolonizasyon bulgulari annesi sehirde ikamet eden yasitlarindan
bakteri say1 ve gesitliligi agisindan oldukga farkliydi. [Dolay131yla bizim galismamiz da kirsal
ve az gelismis toplumlarda dogan olgularda anaerobik ve kapsamli floranin daha gabuk
olustugu hipotezini de desteklemektedir (45,62).

Sonug olarak ¢alismamizda yenidogan bagirsak florasinda ilk haftadan itibaren
yogun bakteri kolonizasyonu oldugu, bu bakterilerin ¢esitliliginin siklikla beslenme,
hastaneye yatis ve antibiyotik kullanimindan etkilendigi tespit edilmistir. Tanimlayici
nitelikteki bu ¢alismanin ilerleyen donemlerde yapilacak mikroflora arastirmalarinda yol

gosterici olacagi kanisina varilmustir.
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SONUC VE ONERILER

1. Tim bulgular degerlendirildiginde sekans analizi sonucunda 5 filum, 32 cins ve 80
tiire ait 676 bakteri bulunmustur. 676 bakterinin 322’si (%47,6) Firmicutes, 252’si (%37,3)
Proteobacteria, 83°li (%12,3) Bacteroidetes, 18’1 (%2,7) Actinobacteria ve 1 tanesi (%0,1)

Chloroflexi filumuna aitti.

2. En sik saptanan cinsler; Streptococcus (%26), Escherichia (%15,83), Enterobacter
(%10,95), Bacteroides (%10,65) ve Enterococcus (%10,5) idi.

3. En sik tespit edilen bakteriler; Escherichia coli (%15,4), Streptococcus salivarius
(%15,1), Enterococcus faecalis (%9,9), Bacteroides vulgatus (%9,3) ve Enterobacter

aerogenes (%8,2) idi.

4. l.giin 6 olguda 188, 3.giin 8 olguda 225 ve 7.glin 9 olguda 263 adet bakteri tespit

edildi. Bakteri sayilar1 6rnek alim giinleri ilerledikge artti.

5. 1.glin 10 olgunun 6’nda 5 filum ve 11 cinse ait 188 bakteri saptandi. Cins diizeyinde
en sik Streptococcus (% 41,5), Escherichia (%31,4), tir diizeyinde en sik; Escherichia coli
(%29,8), Streptococcus salivarius (%23,4) izlendi.

6. 3.glin 9 olgudan 8’nde 4 filum ve 19 cinse ait 225 adet bakteri tespit edildi. En sik
tespit edilen cinsler Streptococcus (%36), Enterococcus (%14), Bacteriodes (%12) idi. Tiir
diizeyinde en sik Streptococcus salivarius (%23,6), Enterococcus faecalis (%12,4),

Bacteroides vulgatus (%11,1) izlendi.

7. 7.giin 9 olguda 4 filum ve 23 cinse ait 263 adet bakteri tespit edildi. Cins dagilimi;
Enterococcus (%15,2), Bacteriodes (%15,2), Veillonella (%12,2) seklindeydi. Tiir diizeyinde
en sik Enterococcus faecalis (%14,8), Bacteroides vulgatus (%12,5), Escherichia coli (%9,5)

izlendi.
8. Calismamizdaki higbir 6rnekte Bifidobacter cinsine ait bakteri tespit edilmedi.
9. Caligmamizda ilk giinlerde saptanan belirli tiirlerin predominansi gerileyerek, yerini

daha kalabalik ve gesitli bakteri gruplarina birakti. 3 ve 7.giinlerde asemptomatik olgularda
Salmonella (Salmonella enterica), Shigella (Shigella flexneri, Shigella sonnei ) ve yedinci

giinde de yine asemptomatik olgularda Clostridium (Clostridium paraputrificum, Clostridium
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perfringens, Clostridium tertium) tiirleri saptandi. Patojen bakterilerin asemptomatik
olgularda erken florada diisiik oranda olsa da saptanmasi, komplike floranin sinirlandirici ve

koruyucu etkisi olarak yorumlandi.

10. Sezaryen ve vajinal dogan olgular toplam bakteri cinsleri agisindan karsilastirildiginda
vajinal yol ile dogan olgularda ilk sirada Bacteroides, Escherichia ve Enterococcus; sezaryen
ile dogan olgularda ise Streptococcus, Enterobacter ve Escherichia yer aliyordu. Sezaryen ile
dogan olgularin higbirinde Bacteroides cinsine ait bakteriye rastlanmadi. Calismamizda
sezaryen ile dogan olgularda ilk giin anaerob bakteri izlenmezken yedinci giinde %32,1
oraninda tespit edildi. Bu artisin nedeni Veillonella tirii bakterilerdeki artis olarak

yorumlandi.

11.  Anne sitii ile beslenen olgulardaki cins dagilimi 1.glin; Escherichia (%37,3),
Streptococcus (%31), Enterobacter (%15,8); 3.glin Streptococcus (%26,7), Enterococcus
(%15,4), Bacteroides (%14), Escherichia (%12), Enterobacter (%9,2) ve 7.giin Escherichia
(%]18,1), Enterobacter (%17,2), Bacteroides (%13,6), Veillonella (%9) idi.

12. Anne siitii alan olgularda tiir dagilimi 1.giin Escherichia coli (%35,4), Streptococcus
salivarius (%16,5), Enterobacter aerogenes (%14); Streptococcus salivarius (%]18,5),
Enterococcus faecalis (%13,8), Bacteroides vulgatus (%12,8), Escherichia coli (%11,8) ve
7.glin Escherichia coli (%18,1), Enterobacter aerogenes (%12,6), Bacteroides vulgatus
(%10,1) seklindeydi.

13. Bu c¢alismada anne siitii alan olgularda ilk giin haricinde 6rneklerde Staphylococcus
izole edildi. Streptococcus tim giinlerde yiiksek diizeyde tespit edilirken, Lactobacillus cinsi
bakteriler bir ve iiglincii gilinde tespit edildi. Yedinci giinde bu bakteriye rastlanmadi.
Bacteriodes grubunun orani giinler ilerledikge artti. Calismamizda kiiltiirel yontemler ile
uyumlu olacak sekilde Escherichia cinsi bakteriler her ti¢ giinde de yiiksek diizeyde saptandi.
Daha once yapilan molekiiler ¢alismalarda E.coli diisik veya yok olmasinin nedeninin
kullanilan spesifik primerlerin Escherichia’yt kapsamamasi olarak yorumlandi. Farkh
molekiiler ¢alismalarda ilk giin gaytasindan izole edilen Enterococcus ve Enterobacter tirleri
bu calismada ii¢ ve yedinci giinlerde saptandi. Bizim ¢aligmamizda 6zellikle yedinci giinde
olusan heterojen mikroflorada Clostridium, E. coli, Veillonella ve Lactobasil degisen

oranlarda tespit edildi. Mutlak anaerob olan Veillonella, Bacteriodes, Parabacteriodes grubu
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bakterilerin yedi giin gibi kisa bir siirede florada dominans gdstermesi ise anne siitiiyle
beslenen infantlarda kapsamli floranin daha kisa siirelerde olustugunun kaniti olarak

yorumlandi.

14.  Anne siitii ve formiil mama alan olgulardan biri anne yaninda digeri de yenidogan
yogun bakim initesinde izlendiginden ayri degerlendirildi. Anne yaninda izlenen olgunun
(Olgu 5) 1.giin 2 cinse ait (%96,6 Streptococcus, %3,4 Lactococcus), 3.giin 2 cinse ait (%96,7
Streptococcus, %3,3 Enterococcus ) ve 7.gin yedi cinse ait (Veillonella %43,7, Clostridium
%18,8, Enterococcus %12,5, Escherichia %9,4, Streptococcus %9,4, Enterobacter %3,1,
Staphylococcus %3,1) bakteriler saptandi. 1.glin en sik rastlanan bakteriler Streptoccus
salivarius (%60) ve Streptococcus thermophilus (%33,3) iken 3.giin Streptoccus salivarius
(%56,7), Streptococcus thermophilus (%26,7) ve yedinci gin Veillonella ratti (%43,9),
Clostridium paraputrificum (%15,6), Enterococcus faecalis(%9,4), Escherichia coli (%9,4)
ve Streptococcus parasanguinis (%6,3) idi. YYBU’nde izlenen, anne siitii ve formiil mama
alan Olgu 7’de 1 ve 3.glin amplikona rastlanmadi. 7.giin gayta 6rneginde 2 filum (%65,7
Firmicutes, %34,3 Proteobacteria) 3 cinse (Enterococcus %65,7, Klebsiella %31,2,
Enterobacter %3,1) ait tespit edilen bakteriler Enterococcus faecalis (%65,7), Klebsiella

pneumoniae (%28,1), Enterobacter cloacae (%3,1), Klebsiella variicola (%3,1) idi.

15. Anne yaninda izlenen olgularda 1.giin 9, 3.glin 19 ve 7.giin 16 cinse ait bakteri
saptandi. En sik rastlanan bakteriler 1.giinde Escherichia coli (%35,4), Enterobacter
aerogenes (%26,8), Propionibacterium acnes (%12,2), 3.gliinde FEnterococcus faecalis
(%24,5), Escherichia coli (%17,9), Enterobacter aerogenes (%10,4) ve 7.giin Escherichia
coli (%15), Enterococcus faecalis (%13,3), Parabacteroides distasonis (%9,7) idi.
Calismamizda anne yaninda izlenen olgularda ozellikle iiglincii giinde cins ve tiir diizeyinde

artis saptandi.

16.  Yenidogan yogun bakim iinitesinde izlenen olgularda 1.giin 6, 3.giin 8 ve 7.glin 17
cins bakteri tespit edildi. 1.giin en sik rastlanan bakteriler Streptococcus salivarius (%36,8),
Escherichia coli (%25,5), Streptococcus thermophilus (%18,9), 3.glin Streptococcus
salivarius (%44,5), Bacteroides vulgatus (%21), Streptococcus thermophilus (%13,5) ve
7.giin en sik rastlanan bakteriler Bacteroides vulgatus (% 16,7), Enterococcus faecalis (%16),

Enterobacter aerogenes (%10), Veillonella ratti (%9,3) idi.
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17.  YYBU’nde izlenen olgularda anaeroblarm bnceki galismalarin \aksine yiiksek oranda .~

izlenmesi antibiyotik alan olgularin sayica az olusu ve yeterli anne siitii alamayislariyla
iligkilendirildi.

18.  Antibiyotik tedavisi verilen olgularda 1.giin amplikon yoktu. 3. giin tek olguda (Olgu
8) 3 cinse ait bakteriler tespit edildi. En sik rastlanilan bakteri % 80 ile Streptococcus
salivarius idi. 7.gln olgu 7 ve 8¢ ait toplam 8 cins bakteri tespit edildi. En sik ratslanilamn
bakteriler Enterococcus faecalis (%34,4), Enterobacter aerogenes (%24,6), Klebsiella

pneumoniae (%15) idi.

19.  Anbtibiyotik verilmeyen olgularda 1.giin 5 filuma ait 11 cins bakteri tespit edildi. En
sik tespit edilen bakteriler Escherichia coli (%29,8), Streptococcus salivarius (%23,4),
Streptococcus thermophilus (%12,2), Enterobacter aerogenes (%11,7) idi.3.glin 4 filuma ait
19 cins bakteri saptandi. En sik Streptococcus salivarius (%15), Enterococcus faecalis
(%14,4), Bacteroides vulgatus (%13), Escherichia coli (%12) tespit edildi. 7.giin 4 filum ve
19 cins bakteri tespit edildi, en sik rastlanilan bakteriler Bacteroides vulgatus (%16),

Escherichia coli (%12,5), Enterococcus faecalis (%9), Veillonella ratti (%7) idi.

20.  Aileleri sehir disinda ikamet eden olgularda 1.giin 9, 3.giin 11, ve 7.glin 18 cinse ait
bakteri saptandi. 1.giin en sik tespit edilen bakteriler Escherichia coli (%32,0), Streptococcus
salivarius (%29,0), Streptococcus thermophilus (%14,9), Propionibacterium acnes (%7,4),
3.gilin en sik tespit edilen bakteriler Streptococcus salivarius (%35,3), Bacteroides vulgatus
(%16,3), Enterococcus faecalis (%10,7), Streptococcus thermophilus (%10,7) ve 7.glin en sik
tespit edilen bakteriler Enterococcus faecalis (%20), Bacteroides vulgatus (%17,4),
Enterobacter aerogenes (%38), Veillonella ratti (%7,4) idi.

21.  Ailesi sehirde ikamet eden olgularda 1.giin 7, 3.giin 13 ve 7.giin 14 cinse ait bakteriler
tespit edildi. 1.giin en sik tespit edilen bakteriler FEnterobacter aerogenes (%39,5),
Escherichia coli (%24,5), Streptococcus salivarius (%9,4), 3.gliin en sik tespit edilen
bakteriler Escherichia coli(%25,4), Enterococcus faecalis (%16), Enterobacter aerogenes
(%14,7) ve 7.glin en sik tespit edilen bakteriler Escherichia coli (%23,3), Veillonella parvula
(%12,3), Klebsiella oxytoca (%]11), Enterobacter aerogenes (%6,7) idi.

22. Sehir disinda yasayan ve dogal hayat ile daha yakin temas halinde olan olgularin erken

bagirsak kolonizasyon bulgular1 gsehirde ikamet eden yasitlarindan bakteri sayisi ve gesitliligi
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agisindan farkliydi. Dolayisiyla bizim calismamiz da kirsal toplumlarda dogan olgularda

anaerobik ve kapsamli floranin daha gabuk olustugu hipotezini de desteklemektedir

23.  Calismada tamimlanan bakteriler oksijen kullamimlarma gore degerlendirildiginde
536’s1 (%79,3) fakiiltatif anaerob, 115’1 (%17) anaerob ve 25’1 (%3,7) aerob idi. Fakiiltatif
anaerob bakteriler ¢ogunlukta olsa da 3 ve 7.giinlerdeki yiizdelerinde belirgin diisiis, buna

karsin anaerob bakteri ylizdesinde kademeli bir artis saptandi

24.  Vajinal yol ile dogan olgularda ilk giin belirlenen bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu
fakiiltatif anaerob iken, 3 ve 7.gilinlerdeki Bacteroides hakimiyeti ile birlikte anaerob oranlar1

artt1

25.  C/Sile dogan olgularda zamanla azalmakla birlikte her {i¢ giinde de fakiiltatif anaerob

bakteri hakimiyeti mevcuttu. Yedinci giin %32,1 anaerob bakteri saptandi

26.  Beslenme sekliyle bakterilerin oksijen kullanimi iligkisini degerlendirdigimizde 1 ve
3.glinde anne siiti ve formiill mama ile beslenen Olgu 5°de tespit edilen tiim bakteriler
fakiiltatif anaerobdu. 7.giinde ise fakiiltatif anaerob bakterilere ilaveten anaerob bakteriler de
tespit edildi. Sadece anne siitii ile beslenen olgularda 1.glin % 95,6 fakiiltatif anaerob, % 3,2
anaerob ve % 1,2 aerob bakteri saptandi. 3.giinde bu oran % 76,5 fakiiltatif anaerob, % 17,4
anaerob, % 6,1 aerob seklinde degisti. 7.giin orneklerinde %066 fakiiltatif anaerob, %34

anaerob idi.

27. Anne yaninda izlenen olgulardan 1.glin %97,6 fakiiltatif anaerob, %?2,4 aerob
bakteriler tespit edildi ve anaerob bakteriye rastlanmadi. 3.glinde %85,8 fakiiltatif anaerob,
%11,4 aerob ve % 2,8 anaerob bakteri izlendi. 7.glinde %64,6 fakiiltatif anaerob, izlenirken

anaerob bakterilerdeki artis belirgindi.

28. YYBU’nde izlenen olgularda 1.giin %95,2 fakiiltatif anaerob, %4,8 anaerob, 3.giin
%77,3 fakiiltatif anaeroblar, %21,9 anaeroblar, %0,8 acrob ve 7.giinde %60 fakiiltatif %29,3

anaerob ve %4,7 aerob bakteriler saptandi.

29. Antibiyotik verilen olgularda %70,3 fakiiltatif anaerob, %19,9 anaerob, %9,8 aerob
bakterilere rastlandi. Antibiyotik verilmeyen olgularda ise bu oran sirasiyla %63,9, %34,1 ve

%2 idi
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30.  Bizim g¢alisgmamizda anne siitleri kolostrumu yansitmamasi ve bakteriyolojik agidan
daha matiir olmas1 amaciyla yedinci giinde alindi. Anne siitlerinin hi¢birinden amplikon elde
edilemedi. Siitlerden DNA ekstraksiyonu i¢in iki ayr1 yontem kullanilmasina ragmen sonucun
degismedigi goriildii. Mevcut durum bizi dncelikle siitlerde bakteri olmamasi ihtimaline
yonlendirdiginden anne siitlerinden nonspesifik besiyerlerine direkt kiiltiir ekimi yapildi.
Olusan az miktarda koloniden (5-15 cfu/ml) izole edilen bakteriler Staphylococcus ve
mikrokok cinsine aitti. Dolayisiyla c¢alisjmamizda anne siitinden 16S rRNA
amplifikasyonunun olmamasinin nedeni; ilk haftada siitte bakteri yogunlugunun az olmasi

veya DNA ekstraksiyon yontemlerinin yetersizligi olarak yorumlandi.
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OZET

ANNE SUTU VE YENIDOGAN BAGIRSAK FLORASININ MOLEKULER
YONTEMLER iLE TESPITi

Dogum oncesinde fetusun gesitli yollardan kolonize olabilecegi ve dogumdan
hemen sonra mikroorganizmalar ile temas ederek florasini olusturdugu bilinmektedir.
Beslenme, dogum sekli, hospitalizasyon, prematiirite, antibiyotik alimi ve gelismislik

diizeyinin intestinal floraya etkisi birgok ¢aligmada arastmlmlstlr.\

Floradaki bakterilerin  %60-80"nin  kiiltiirii yapilamayan bakteriler olmasi
nedeniyle giiniimiizde arastirmacilar molekiiler genetik metodlar: tercih etmektedir. En sik
kullanilan yontemler FISH, 16S rRNA, DGGE ve TGGE’dir. 16S rRNA amplifikasyon ve
klonlama sonras1 sekans analizi diger yontemler ile kiyaslandiginda sonu¢ verimliligi
agisindan daha avantajidee,

Calismadaki amacimiz; hasta ve saglikli term yenidoganlarin gayta ve anne siitii
bakteri dagiliminin molekiiler yontemler ile tespit edilerek anne siitii ve ¢evresel etkenlerle
yenidogan bagirsak florasinda ilk haftada olusan kolonizasyon degisikliklerinin
belirlenmesidir.

Calismaya 10 yenidogan- anne ¢ifti dahil edildi ve her yenidogandan dogumunun
1, 3, 7.glinlerinde gayta, annelerinden de 7.giinde anne siitii alindi. Toplam 30 gayta ve 10
anne siitli 6rnegine 16S rRNA amplifikasyon ve klonlama sonrasinda sekans analizi uygulandi
ve analiz sonrasinda mikroorganizma tiplendirilmesi yapildi. |

Anne siitlerinden DNA ekstraksiyonu i¢in iki ayr1 yontem kullanilmasina ragmen
ekstraksiyon gerceklesmedi. Siitlerde bakteri olmamasi ihtimali agisindan nonspesifik
besiyerlerine direkt kiiltiir ekimi yapildi ve az miktarda koloniye rastlandi.

Tanimlanan mikroorganizmalar 6rnek alim giinleri, olgularm dogum sekli,
beslenme durumu, antibiyotik kullanimi, yogun bakim veya anne yaninda izlemi, gelismislik

Yenidoganda bakteri yogunlugunun dogum sonrasi 24. saatte basladigi ve giinler

ilerledik¢e bakteri say1 ve gesitliliginin arttigi goriildii. En sik rastlanilan cins Streptococcus

(%26), en sik rastlanilan bakteri tiirii Escherichia coli (%15,4) idi. Calismamizdaki hicbir
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ornekte Bifidobacter cinsine ait bakteri tespit edilmedi. Asemptomatik olgularda Salmonella,
Shigella ve Clostridium cinsi bakteriler 6zellikle 3 ve 7.giinlerde tespit edildi.

Wajinal yol ile dogan olgularda en sik Bacteroides; sezaryen ile dogan olgularda
en sik Streptococcus tespit edildi. Sezaryen ile dogan olgularda kommensal bir bakteri olan
Bacteroides’e rastlanmadi. |

Anne siiti alan olgularda yedinci giinde olusan heterojen mikroflorada
Clostridium, E. coli, Veillonella ve Lactobacillus tespit edildi.

Yenidogan yogun bakim iinitesinde yatisin ilk hafta florasmmn iceriginde azalmaya
neden oldugu tespit edildi. Bu olgularda mikroorganizma cesitliligi de daha azd.

Erken donemde alinan antibiyotiklerin ilk hafta kolonizasyonunu ozellikle 1 ve
3.gilinde azaltt1g1 saptandi.

Anneleri sehir diginda yasayan olgularda anaerobik ve kapsamli flora erken
donemde olustu.

Sonug olarak ¢alismamizda yenidogan bagirsak florasinda ilk haftadan itibaren
yogun bakteri kolonizasyonu oldugu, bu bakterilerin ¢esitliliginin siklikla beslenme,
hastaneye yatis ve antibiyotik kullanimindan etkilendigi tespit edilmistir. Tanimlayict
nitelikteki bu ¢alismanimn ilerleyen donemlerde yapilacak mikroflora arastirmalarinda yol

gosterici olacagi kanisina varilmustir.

Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, intestinal mikroflora, yenidogan, anne siitii
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The babies whose delivered by
vaginally was colonized by
Bacteroides and delivered by
cesarean section was colonized by
Streptococcus mostly. One of the
commensal bacteria Bacteroides
was never detected in fecal
samples.

:

Aciklama [gg272]:
NICU nursery




SUMMARY

DETERMINATION OF INTESTINAL FLORA OF NEWBORN AND BREAST MILK
USING MOLECULAR METHODS

It is well known that the fetus can be colonized in contact with the
microorganisms after but also before delivery by many ways. Several studies were done that
show many factors may affect intestinal flora including of feeding type, mode of delivery,
hospitalization, prematurity, administration of antibiotics and the level of development of
country.

A total of 60-80% of intestinal bacteria consist of uncultured bacteria for which
reason the investigators prefer molecular methods to analyze the intestinal flora. The most
used methods by the investigators are FISH, 16S rRNA, DGGE, TGGE analysis and
sequences after cloning that have advantages compared to cultural methods.

The aim of this study was to analyze the fecal flora of newborn and breast milk
flora of their mothers by molecular techniques and determine the dynamics of intestinal
bacterial flora during the first week of life.

Ten baby-mother pairs were recruited for the present study. Fecal samples were
collected at 1, 3, 7. days and breast milk samples were collected at 7. days after delivery.
Thirty fecal and 10 milk samples were analyzed by 16S rRNA amplification and cloning.
After analysis of sequencing results the bacterial flora was determined.

Although two distinct methods were used to extract DNA from breast milk. No
16S rRNA were amplified. Culture analysis of breastmilk showed very low quantity of
colonies.

The bacteria defined by molecular method were classified by delivery mode,
feeding type, antibiotic use, place of nursery (NICU or mother), life style, and oxygen use and
analysed.

The results showed that the colonization started immediately after birth. The

number and diversity of microorganisms increased day by day during the study. For all days
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that samples were taken, the most detectable genus was Streptococcus (%26), the most
detectable species was Escherichia coli (%15,4).

None of the samples was positive for Bifidobacteia. Pathogen bacteria like
Salmonella, Shigella and Clostridium were positive in 10 % of the feces samples of
asymptomatic babies, especially at third and seventh days after birth.

The most common bacteria were Bacteroides among vaginally delivered babies
and Streptococcus among delivered by cesarean section. None of the fecal samples from
cesarean section babies was positive for Bacteroides.

The breastfed babies had an heterogeneous intestinal flora at the seventh day of
life which include Clostridium, E. coli, Veillonella and Lactobacillus.

Our study showed that stay at newborn intensive care unit at first week of life
causes decrease in intestinal flora as well as the diversity of intestinal flora.

The colonisation of intestin at first week of life affected by antibiotic use
especially at first and third day samples.

Our study indicated differences between intestinal flora of the babies of mothers
who lives in countryside and cities; babies from countryside and low income had anaerobic
heterogen flora than babies from city and high income.

We conclude that intestine of newborn is colonized intensively at the first week of
the life. The diversity of bacterial flora is affected by alimentation type, stay at hospital, and
use of antibiotics. Our study which defined establishment of intestinal flora during first week

of life will be a base for further studies on intestinal flora.

Key words: 16S rRNA, intestinal microflora, newborn, breast milk
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BILGILENDIRILMIiS OLUR METNI

“Anne siitiiniin ve yenidogan barsak florasinin molekiiler yontemlerle tespiti ”
bashkh ¢alisma Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Yenidogan ve Hastaliklar
Bilim Dali, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah ve Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali tarafindan yiiriitiilmektedir.

Bu ¢alismada yenidogan yogunbakim servisine olan anne siitleri dogum sonrasi
7. giinde ve bu annelerin bebeklerinden diski 6rnekleri dogum sonrasi 1, 3, 7. giinlerde
alinacak ve anne siitiindeki bakterilerin hangilerinin bebege gectigi tespit edilmeye
cahsilacaktir.

Bu islemler swrasinda c¢ocuga herhangi bir ila¢ uygulanmayacak, cam
yanmayacaktir.

Cahsmada kullamlacak testler ve diger tetkiklerin iicretleri tarafimza ve
kurumunuza odettirilmeyecektir. Tiim ¢alisma boyunca tarafimizdan karsilanacaktir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozli agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu
klinik Arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin katilmayr kabul

ediyorum.

Géniilliiniin Ad1, imzasi, Tarih, Adresi (telefon no, varsa faks no.)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Ad1, Imzas1, Tarih,

Aderesi (telefon no varsa faks no)

Aciklamalar yapan arastirmacinin Adi, imzasi, Tarih

Riza alma islemine basindan sonuna kadar tamklik eden kurulus gorevlisinin Adi, Imzasi,
Tarih, Gorevi:

* Calismadaki goniillillere sunulan bilgilendirilmis olur metni formlarmin goénilliiler
tarafindan bizzat kendilerinin kendl adi-soyadini yazmasi ve imzalamasmin saglanmasi ile
adreslerinin eksiksiz olarak formlara yazilmasina dikkat.

+ Bu belgenin birer kopyasi goniilliiye ve hekime verilecek ve hasta dosyasina eklenecektir.
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Hes BILGILENDIRILMi$ OLUR FORMU

1. Asagida imzasi olan ben “Anne siitiiniin ve yenidogan barsak florasinin molekiiler
yontemlerle tespiti ”  baslikli ¢aligmaya katilmayr kabul ediyorum.

2. Bu galismay: yiiriiten Dr. Giil Giliner Nar ¢alismanin yapisi, amact ve muhtemel siiresi,
ne yapmam istendigi ve yan etkilerle karsilasirsam ne yapmam gerektigi hakkinda
ayritili sozIii ve yazili bilgi verdi.

3. Dr.Giil Giiner Nar’a caligmasiyla ilgili her soruyu sorma firsatin1 buldum. Cevaplar1
ve bana verilen bilgiyi anladim.

4. Dr. Giil Giiner Nar’a hastaligimizin ge¢misini ve kullandigim ilaglar1 anlattim ve
onu bu bilgilerin ayrintilarin1 agiklamaya, hasta ve doktor arasindaki sirlari
korumas1 sartiyla yetkili kiliryorum.

5. Calisma boyunca tiim kurallara uyacagima, Dr.Giil Giiner Nar ile tam bir uyum
iginde calisacagima ve sagligimla ilgili herhangi bir sorun ¢iktiginda hemen onu
arayacagimi kabul ediyorum.

6. Bu calismanin sonuglarinin kullanilmasimi kisitlamayacagimi ve ozellikle diinya
¢apinda tip yetkililerine verebilecegini kabul ediyorum.

7. Bu calismadan istedigim zaman ¢ikabilecegimi anladim.
OKUDUM VE ONAYLADIM.
Hastanm adi, soyadi, adresi .
Imza, tarih :
Doktorun adi, soyadi, adresi :
Imza, tarih :

Tanigm adi, soyadi, adresi :

Imza, tarih :

* Calismadaki goniillillere sunulan bilgilendirilmis olur formunun goniilliiler tarafindan
bizzat kendilerinin kendi adi-soyadini yazmasi ve imzalamasinin saglanmasi ile
adreslerinin eksiksiz olarak formlara yazilmasina dikkat edilmelidir.

* Bu belgenin birer kopyast goniilliiye ve hekime verilecek ve hasta dosyasina
eklenecektir.
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Ek 4.

Olgu Rapor Formu
Yenidogan Bilgileri:
Adi- Soyadi: Cinsiyet(K/E)
Dogum Tarihi ve Saati: Gestasyon Haftasi:
Dogum Sekli: ADU Dosya No: Grubu(C/K):
Adres: Telefon: Ornek alim
glinii:
Anne Bilgileri:
Anne Adi- Soyadt: Egitim Durumu

(OY degil/OY/ilkdgretim/ Lise/
Universite/Lisansiistii/ Doktora):

Akraba Evliligi: Yasadig1 yerlesim birimi (Koy/Kasaba/ Sehir/
Biiyiiksehir):

Gebelik say1s1 (G/P/A/DC): Hamilelikte Gegirdigi Hastaliklar:

Hamilelikte Kullanilan Tlaglar: Erken/Uzamis Membran Riiptiirii Oykiisii:

Hamilelikte Probiyotik/Prebiyotik Dogum Sonrasi Probiyotik/Prebiyotik Gida Kullanimu:

Gida Kullanim:

Dogum Oykiisii:

Tani: YDYBU’ne Kabul Edilis Saati: Kullanilan antibiyotik(ler):
Mekanik Ventilator Destegi(Evet/Hayir):
Beslenme Sekli : O Anne siitii O Formula O TPN

Kullanilan formulada prebiyotik varlig:

Izole Edilen Mikroorganizmalar (Siklik sirasina gére):

Anne siitii: 1. Giin Bebek Gaitast 3. Giin Bebek Gaitast 7. Giin Bebek Gaitast
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Ek 5.

Olgularin 1, 3, 7. giin gaytalarinda sekans analizi sonucunda elde edilen bakteri tiirleri

1. Olgu-1. Giin n (%) |1. Olgu-3. Giin n (%) [1. Olgu-7. Giin n (%)
17
Escherichia coli 13 (50) | Escherichia coli 17 (74) | Escherichia coli (70,8)
Haemophilus
Streptococcus salivarius |5 (19) | Enterobacter cloacae |2 (8,8) |parainfluenzae 2 (8,2)
Streptococcus 3
thermophilus (11,5) | Lactobacillus casei 1 (4,3) | Salmonella enterica 14,2
Lactobacillus paracase |1 (3,9) | Salmonella enterica 1 (4,3) |Shigella sonnei 14,2
Streptococcus
Lactobacillus rhamnosus | 1 (3,9) | Shigella flexneri 1 (4,3) |salivarius 1(42)
Escherichia fergusonii 1 (3,9) | Shigella sonnei 1 (4,3) | Citrobacter diversus 14,2
Escherichia hermannii 1(3,9) Enterobacter cloacae |1 (4,2)
Propionibacterium
granulosum 1(3,9)
26 23 24
TOPLAM (100) | TOPLAM (100) |TOPLAM (100)
2. Olgu-1. Giin n (%) | 2. Olgu-3. Giin n (%) |2. Olgu-7. Giin n (%)
21 Enterobacter
Enterobacter aerogenes |(77,8) |aerogenes 11 (44) | Veillonella parvula 9(39,1)
3 Acinetobacter Enterobacter
Citrobacter freundii (11,1) | guillouiae 3 (12) [aerogenes 4(17,4)
Acinetobacter Veillonella
Enterobacter ludwigii 1 (3,7) | berezinae 2 (8) |tobetsuensis 3(13)
Raoultella planticola 1 (3,7) | Acinetobacter bouvetii |2 (8) Citrobacter freundii 2 (8,8)
Acinetobacter
Streptococcus infantis 1 (3,7) | johnsonii 1(4) Veillonella dispar 2 (8,8)
Citrobacter freundii 1 (4) |Enterobacter cloacae |1 (4,3)
Enterobacter Enterobacter
hormaechei 1(4) hormaechei 1(4,3)
Haemophilus
Enterobacter ludwigii |1 (4) | parainfluenzae 1(4,3)
Escherichia coli 1(4)
Averyella
dalhousiensis 1(4)
Raoultella
ornithinolytica 1(4)
27 25 23
TOPLAM (100) | TOPLAM (100) |TOPLAM (100)
3. Olgu-1. Giin n (%) | 3. Olgu-3. Giin n (%) |3. Olgu-7. Giin n (%)
12
AMPLIKON YOK 0(0) | Enterococcus faecalis |(44,4) | Klebsiella oxytoca 8 (30,8)
Haemophilus 5 Clostridium
parainfluenzae (18,5) |perfringens 3(11,6)
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Streptococcus oralis (11,2) | Enterobacter cloacae |3 (11,6)
Raoultella
Rothia mucilaginosa 2 (7,4) | ornithinolytica 3(11,6)
Streptococcus
pneumoniae 2 (7,4) | Citrobacter freundii 2(7,8)
Streptococcus mitis 1 (3,7) | Edwardsiella tarda 1(3,8)
Enterobacter
Haemophilus influenzae |1 (3,7) | aerogenes 1(3,8)
Escherichia coli 1 (3,7) | Enterobacter asburiae |1 (3,8)
Serratia marcescens 1(3,8)
Veillonella dispar 1(3,8)
Enterobacter ludwigii |1 (3,8)
Enterococcus faecalis |1 (3,8)
27
TOPLAM 0(0) |TOPLAM (100) | TOPLAM 26 (100)
4. Olgu-1. Giin n (%) |4. Olgu-3. Giin n (%) |4. Olgu-7. Giin n (%)
16 14
Escherichia coli (55,3) | Enterococcus faecalis (45,2) | Enterococcus faecalis | 14 (35)
Propionibacterium 10 Parabacteroides 11
acnes (34,5) | Enterococcus durans 3 (9,7) |distasonis (27,5)
Corynebacterium
accolens 1 (3,4) | Staphylococcus aureus |3 (9,7) | Bacteroides vulgatus |8 (20)
Enterobacter
aerogenes 1 (3,4) | Staphylococcus hominis |2 (6,5) | Bacteroides clarus 5(12,5)
Sphaerobacter
thermophilus 1 (3,4) | Veillonella parvula 2 (6,5) | Bacteroides ovatus 12,5
Bacteroides
Bacteroides uniformis |1 (3,2) |stercorirosoris 12,5
Janibacter sanguinis 1(3,2)
Micrococcus terreus 1(3,2)
Paracoccus chinensis 1(3,2)
Staphylococcus
epidermidis 1(3,2)
Staphylococcus
haemolyticus 1(3,2)
Veillonella dispar 1(3,2)
29 31
TOPLAM (100) | TOPLAM (100) | TOPLAM 40 (100)
5. Olgu-1. Giin n (%) |5. Olgu-3. Giin n (%) |5. Olgu-7. Giin n (%)
Streptococcus 17 14
salivarius 18 (60) | Streptococcus salivarius | (56,7) | Veillonella ratti (43,8)
Streptococcus 10 Streptococcus 8 Clostridium
thermophilus (33,4) |thermophilus (26,7) | paraputrificum 5(15,6)
Streptococcus
sanguinis 1 (3,3) | Streptococcus sanguinis |3 (10) | Escherichia coli 3(9.4)
Lactococcus garvieae |1 (3,3) [ Streptococcus mitis 1 (3,3) | Enterococcus faecalis |3 (9,4)
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Streptococcus

Enterococcus faecalis 1 (3,3) | parasanguinis 2 (6,3)
Clostridium tertium 1(3,1)
Enterobacter cloacae |1 (3,1)
Staphylococcus
epidermidis 1(3,1)
Streptococcus
thermophilus 13,1
Enterococcus avium 1(3,1)
30(100 30
TOPLAM ) TOPLAM (100) | TOPLAM 32 (100)
7. Olgu-1. Giin n (%) |7. Olgu-3. Giin n (%) |7.Olgu-7. Giin n (%)
21
AMPLIKON YOK 0(0) |AMPLIKON YOK 0(0) |Enterococcus faecalis | (65,6)
Klebsiella pneumoniae |9 (28,2)
Enterobacter cloacae |1 (3,1)
Klebsiella variicola 1(3,1)
TOPLAM 0(0) |[TOPLAM 0(0) |TOPLAM 32 (100)
8. Olgu-1. Giin n (%) |8. Olgu-3. Giin n (%) |8. Olgu-7. Giin n (%)
15
AMPLIKON YOK 0 (%) | Streptococcus salivarius | 24 (80) | Enterobacter aerogenes | (51,71)
Raoultella 3
Enterobacter acrogenes |3 (10) |ornithinolytica (10,34)
Streptococcus
thermophilus 2 (6,7) | Citrobacter freundii 2 (6,9)
Raoultella omithinolytic | 1 (3,3) | Klebsiella oxytoca 2 (6,9)
Raoultella planticola |2 (6,9)
Enterobacter cloacae |1 (3,45)
Erwinia amylovora 1 (3,45)
Kluyvera cryocrescens |1 (3,45)
Raoultella terrigena 1 (3,45)
Streptococcus
salivarius 1 (3,45)
30
TOPLAM 0(0) |[TOPLAM (100) | TOPLAM 29 (100)
9. Olgu-1. Giin n (%) |9. Olgu-3. Giin n (%) |9. Olgu-7. Giin n (%)
Streptococcus 21 12 Staphylococcus
salivarius (52,5) | Streptococcus salivarius | (41,4) | epidermidis 7 (26)
Streptococcus Streptococcus 6 Streptococcus
thermophilus 10 (25) | thermophilus (20,7) | thermophilus 5(18,5)
Streptococcus Staphylococcus 6 Streptococcus
vestibularis 8 (20) |epidermidis (20,7) |salivarius 31L1)
Streptococcus 1 Streptococcus
anginosus 1 (2,5) |Enterococcus faecalis (3,44) |parasanguinis 2(74)
1
Streptococcus suis (3,44) | Veillonella dispar 2(7,4)
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Veillonella parvula (3,44) |Blautia luti 1(3.,7)
1 Corynebacterium
Streptococcus lactarius | (3,44) |simulans 1(3.,7)
1
Staphylococcus capitis | (3,44) | Gemella haemolysan |1 (3,7)
Rothia mucilaginosa 1(3,7)
Staphylococcus
hominis 1(3,7)
Streptococcus lactarius | 1 (3,7)
Streptococcus mitis 1(3,7)
Veillonella parvula 1(3,7)
40 29
TOPLAM (100) | TOPLAM (100) | TOPLAM 27 (100)
10. Olgu-1. Giin n (%) |[10. Olgu-3. Giin n (%) [10. Olgu-7. Giin n (%)
25 25
Escherichia coli 27 (75) | Bacteroides vulgatus (83,4) |Bacteroides vulgatus | (83,3)
5 4
Bacteroides vulgatus | (13,8) |Escherichia coli (13,3) | Escherichia coli 5(16,7)
Lactobacillus murinus |1 (2,8) |Bacteroides dorei 1(3,3)
Enterobacter cloacae |1 (2,8)
Enterobacter
hormaechei 1(2,8)
Escherichia fergusonii |1 (2,8)
36 30
TOPLAM (100) |[TOPLAM (100) |TOPLAM 30 (100)
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Ek 6.
Tamlanan bakterileri tiir adi, sekans sonucunda saptanan sayillar1 ve toplamdaki

yiizdeleri (n=80)

Tiir adx Say1 | (%) Tiir adx Say1 | (%)
Escherichia coli 104 |15,38 Acinetobacter berezinae 2 0,3

Streptococcus salivarius 102 | 15,09 Acinetobacter bouvetii 2 0,3

Enterococcus faecalis 67 9,91 Averyella dalhousiensis 1 0,15
Bacteroides vulgatus 63 9,32 Acinetobacter johnsonii 1 0,15
Enterobacter aerogenes 56 8,28 Bacteroides dorei 1 0,15
Streptococcus thermophilus 45 6,66 Bacteroides ovatus 1 0,15
Staphylococcus epidermidis 15 2,22 Bacteroides stercorirosoris 1 0,15
Veillonella ratti 14 2,07 Bacteroides uniformis 1 0,15
Veillonella parvula 13 1,92 Blautia luti 1 0,15
Enterobacter cloacae 11 1,63 Citrobacter diversus 1 0,15
Parabacteroides distasonis 11 1,63 Clostridium tertium 1 0,15
Citrobacter freundii 10 1,48 Corynebacterium accolens 1 0,15
Propionibacterium acnes 10 1,48 Corynebacterium simulans 1 0,15
Klebsiella oxytoca 10 1,48 Edwardsiella tarda 1 0,15
Klebsiella pneumoniae 9 1,33 Enterobacter asburiae 1 0,15
Streptococcus vestibularis 8 1,18 Enterococcus avium 1 0,15
Raoultella ornithinolytic 8 1,18 Erwinia amylovora 1 0,15
Haemophilus parainfluenzae 8 1,18 Escherichia hermannii 1 0,15
Veillonella dispar 6 0,89 Gemella haemolysan 1 0,15
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Clostridium paraputrificum 0,74 Haemophilus influenzae 0,15
Bacteroides clarus 0,74 Janibacter sanguinis 0,15
Streptococcus parasanguinis 0,59 Klebsiella variicola 0,15
Streptococcus sanguinis 0,59 Kluyvera cryocrescens 0,15
Acinetobacter guillouiae 0,44 Lactobacillus casei 0,15
Clostridium perfringens 0,44 Lactobacillus murinus 0,15
Enterobacter ludwigii 0,44 Lactobacillus paracase 0,15
Enterobacter hormaechei 0,44 Lactobacillus rhamnosus 0,15
Enterococcus durans 0,44 Lactococcus garvieae 0,15
Raoultella planticola 0,44 Micrococcus terreus 0,15
Staphylococcus aureus 0,44 Paracoccus chinensis 0,15
Rothia mucilaginosa 0,44 Propionibacterium granulosum 0,15
Staphylococcus hominis 0,44 Raoultella terrigena 0,15
Streptococcus mitis 0,44 Shigella flexneri 0,15
Streptococcus oralis 0,44 Serratia marcescens 0,15
Veillonella tobetsuensis 0,44 Sphaerobacter thermophilus 0,15
Streptococcus pneumoniae 0,3 Staphylococcus capitis 0,15
Streptococcus lactarius 0,3 Staphylococcus haemolyticus 0,15
Shigella sonnei 0,3 Streptococcus infantis 0,15
Salmonella enterica 0,3 Streptococcus anginosus 0,15
Escherichia fergusonii 0,3 Streptococcus suis 0,15
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Ek 7.

Mikroorganizmalari Taksonomik Siniflamasi

e Bacteria
Alem
(Kingdom) i

~
e Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Chloroflexi
J
H \

= Bacillales,Gammaproteobacteria, Bacteroidia,, Negativicutes,
Actinobacteridae, Clostridia, Alphaproteobacteria, Sphaercbhacteridae,
Bacilli, Lactobacillales

«Lactobacillales, Bacteroidales, Selenomonadales, Propionibacterineae,
Pasteurellales, Pseudomonadales, Micrococcineae, Corynebacterineae,
Enterobacteriales, Sphaerobacterineae

Takim (Order)

Porphyromonadaceae, Propionibacteriaceae, Pasteurellaceae,
Moraxellaceae, Micrococcaceae, Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae,

Familya Clostridiales, Intrasporangiaceae, Rhodobacteraceae, Sphaerobacteraceae

(Family)

&

sEnterbacteriaceae, Streptococcus, Bacteroides, Enterococcus |, Veillonella,
Raoultella, Citrobacter, Parabacteroides, Propionibacterium, Haemophilus,
Acinetobacter, Rothia, Corynebacterium , Averyella, Blautia, Gemella,
Janibacter, Kluyvera, Lactococcus, Micrococcus, Paracoccus, Sphaerobacter

«Escherichia coli, Propionibacterium acnes, Corynebacterium accolens,
Enterobacter aerogenes, Sphaerobacter thermophilus, Bacteroides vulgatus,
Lactobacillus murinus, Enterobacter cloacae, Enterobacter hormaechei,
LR Escherichia fergusonii, Lactococcus garvieae, Streptococcus anginosus
’?
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Sayfa 2: [1] Aciklama [gg11] Giil Giiner 29.09.2012 02:59:00

14-Morelli L. Postnatal development of intestinal microflora as influenced by infant nutrition. J Nutr
2008; 138:1791S5-1795S.

Sayfa 2: [2] Aciklama [gg12] Giil Giiner 29.09.2012 02:46:00

15-Dominguez-Bello M. G.,Delivery mode shapes the acquisition and structure of the initial microbiota across
multiple body habitats in newborns Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 June 29; 107(26): 11971-11975.
Microbiology

Sayfa 2: [3] Aciklama [gg13] Giil Giiner 29.09.2012 02:48:00

16-Favier C. Molecular Monitoring of succession of Bacterial Communities in Human Neonates. Microbiology,
Jan 2002. P. 219-226

Sayfa 2: [4] Aciklama [gg14] Giil Giiner 29.09.2012 02:50:00

17-Biasucci G. Cesarean Delivery May Affect the Early Biodiversity of Intestinal Bacteria. J.
Nutr. 138: 1796S-1800S, 2008.

Sayfa 2: [5] Aciklama [gg15] Giil Giiner 29.09.2012 02:51:00

18-Songjinda P. Nakayama J. Molecular monitoring of the developmental bacterial community in the
gastrointestinal tract of japanese infants. Biosci.,Biotechnol. Biochem., 69 (3), 638-641, 2005

Sayfa 2: [6] Aciklama [gg16] Giil Giiner 29.09.2012 02:52:00

19-Babalola O.0. Molecular techniques: An overview of methods for the detection of bacteria. African Journal
of Biotechnology Vo 1. 2 (12), pp. 710-713, December 2003

20-Wintzingerode F. Gobel U.B. determination of microbial diversity in enviromental samples:pitfalls of PCR-
based rRNA analysis. FEMS Microbiol. Rev. 21, 213-229

Sayfa 2: [7] Aciklama [gg17] Giil Giiner 29.09.2012 02:55:00

21-Park H K., Moleculer analysis of colonized bacteria in a human newborn infant. The journal of microbiology,
August 2005, p.345-353

Sayfa 2: [8] Aciklama [gg18] Giil Giiner 29.09.2012 02:56:00

22-Gueimonde, M., Laitinen, K., Salminen, S. and Isolauri, E., 2007. Breast milk: a source of bifidobacteria for
infant gut development and maturation? Neonatology 92: 64-66.

Sayfa 12: [9] Aciklama [gg52] Giil Giiner 28.09.2012 02:07:00

22. MataLJ,UrrutiaJJ.Bagirsakcolonizationofbreastfed childreninaruralareaoflowsocio-economiclevel. AnnNY
AcadSci 1971;176:93-109.
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