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OZET
MASTITIN TEDAVISINE YONELiIK LACTOBACILLUS SALIVARIUS

Bulug, Lactobacillus salivarius'un bir yeni susu, yeni susu iceren Urinler, memedeki
veya meme dokusundaki, ©ozel olarak bir disi insanin bir mamari bezdeki,
enflamasyonun ve/veya enfeksiyonun tedavisinde ve/veya Onlenmesinde bunlarin
kullanimi ve memedeki veya meme dokusundaki, 6zel olarak bir digi insanin bir mamari
bezdeki, enflamasyonun ve/veya enfeksiyonun tedavisi ve/veya oOnlenmesi icin

yontemler ile ilgilidir.
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iISTEMLER

. LMG P-27027 erigim numarasina sahip olan Lactobacillus salivarius susudur.

. LMG P-27027 erisim numarasina sahip olan Lactobacillus salivarius susu olup,

bir memelide memenin veya meme dokusunun enflamasyonunun ve/veya

enfeksiyonunun tedavisinde ve/veya dnlenmesinde kullanim igindir.

. Istem 2'ye gore kullanim igin Lactobacillus salivarius susu olup, 6zelligi s6z

konusu kullanimin bir digi insanda mastitin tedavisi vefveya &nlenmesi

olmasidir.

. Istemler 2 veya 3'e gdre kullanim icin Lactobacillus salivarius susu olup, dzelligi

Lactobacillus salivarius susunun her bir doz igin 10® ila 10"° koloni olusturma

birimi (cfu) olan bir dozda her giin birden fazla uygulanmasidir.

. Istem 4'e gbére kullamim igin [actobacillus salivarius susu olup, &zelligi

Lactobacillus salivarius susunun her bir doz igin 10% ila 10 koloni olusturma

birimi (cfu) olan bir dozda her gun G¢ kere uygulanmasidir.

. Bir bilesim olup, ozelligi LMG P-27027 erisim numarasina sahip olan bir

Lactobacillus salivarius susunu ve bir fizyolojik olarak kabul edilebilir tagiyici

veya eksipiyani icermesidir.

. Istem 6'ya gdre bilesim olup, dzelligi kuru agirh@in her bir grami icin 108 ila 10"

cfu Lactobacillus salivarius icermesidir.

. Istem 6 veya 7've gdre bilesim olup, ozelligi ilaveten sindirilemeyen

oligosakkaritlerden, LC-PUFA'lardan, diger probiyotiklerden ve mikro-

besinlerden olugsan gruptan secilen en az birini icermesidir.

. Istem 1'e gére Lactobacillus salivarius susu veya istem 6 veya 7'ye gore bilesim

olup, hir ila¢ olarak kullarnim igindir.
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10. istemler 6-8’den herhangi birine gére bir bilesim olup, bir memelide memenin
veya meme dokusunun enflamasyonunun ve/veya enfeksiyvonunun tedavisinde

velveya Onlenmesinde kullamm igindir.

11.istem 10'a gére kullanim igin bir bilesim olup, bir disi insanda mastitin tedavisi

ve/veya dnlenmesi igindir.
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TARIFNAME
MASTITIN TEDAVISINE YONELIK LACTOBACILLUS SALIVARIUS

BULUSUN SAHASI

Mevcut bulug, 6zellikle probiyotiklere dayanan mastit terapisi alanindadir.

BULUSUN ALT YAPISI

Mastit, memenin veya meme dokusunun enflamasyonudur veya enfeksiyonudur ve
puerperal ve puerperal-olmayan mastit olarak siniflandirilabilir. Puerperal mastit,
gebelik, emzirme veya sitten kesme ile iligkilendirilir ve hem hayvanlarda hem de
insanlarda, emziren memelilere siklikla gergeklesir. Puerperal-olmayan mastit
laktasyon ile herhangi bir ilgiye sahip degildir ancak ¢ok benzer semptomlara sahiptir
ve Ornegdin, meme ucu deldirmeden sonra, gergeklesebilir. Emziren kadinlarin en fazla
%33'Unin mastitten muzdarip oldugu tahmin edilir. Mastitin lakiasyon sirasinda
herhangi bir zamanda gergeklesebilmesine ragmen, meydana geligler postpartum ikinci
ve uUclincll hafta sirasinda pik yapar. Mastitin blylk cogunlugu, Sfaphylococcus,
agirhkh olarak S. awreus ve S. epidermidis, enfeksiyonundan kaynaklanir. Tedavi
siklikla antibiyotiklerin uygulanmasini icerir. Meme sitinin bilesimi mastit sirasinda
degistiginden, mastit hayli istenmeyen bir durumdur, drnegin, optimal nitrisyonlu meme
sttiine miidahale edebilen sodyumun ve enflamatuvar mediyatorlerin bir arttinlmis
icerigini bebeklere saglar. ilaveten, mastit sirasinda, anne tarafindan emzirmeye
devam etme mimkin olmayabilir veya arzu edilmeyebilir. Arroyo et al., {2010, CID
50(12), p1551-1558), mastiti tedavi etmede bir bakterivel sus Lactobacillus salivarius
CECT5713'Un kullanmimini tarif eder.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Simdi, PS2 olarak gosterilen bir Lactobaciflus salivarius susunun veya Lactobacillus
salivarius PS2'yi iceren bir bilesimin mastiti ve/veya mastit ile iliskilendirilmig
semptomlan etkili bir sekilde azalttigi sasirtici bir sekilde bulunmustur. Lactobacillus

salivarius susu PS2 depolanmistir ve buna LMG P-27027 erisim numarasi verilmistir.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI
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Bulus, Lactobacillus salivarius’'un bir yeni sulu, bu yeni susu igeren bilesimler ile ve
memede veya meme dokusunda enflamasyonun ve/veya enfeksiyonun, ozel olarak

mastitin, tedavisi ve/veya dnlenmesi igin bir kullanim ile ilgilidir.

Bir birinci yonldnde, bulus, LMG P-27027 erisim numarasina sahip olan, bir
Lactobacillus salivarius susu ile ilgilidir.

Bir ikinci yéninde, bulus, bulusa gore Lacfobacillus salivarius susunu ve bir fizyolojik
olarak kabul edilebilir tagiyici veya eksipiyan iceren bir bilegsim ile ilgilidir. Tercihen,
bilesim kuru agirhgin her bir grami icin 10% ila 10'° cfu Lactobaciflus salivarius igerir.
Tercihen, bilesim ilaveten sindirilemeyen oligosakkaritlerin, LC-PUFA'lann, ilave
prebiyotiklerin ve mikro-besinlerin grubundan secilen en az birini igerir. Tercihen,

bilesim bir tozdur.

Bir dglncll ybnlinde, mevcut bulus bir ilag olarak kullanim igin bulusa gore

Lactobacillus salivarius susu ile ilgilidir.

Bir dérdiincti ydniinde, mevcut bulus bir ilag olarak kullanim icin bulusa gére bilesim ile

ilgilidir.

Bir besinci yonunde, mevcut bulus bir memelide memenin veya meme dokusunun
enflamasyonunun ve/veya enfeksiyonunun tedavisinde ve/veya 6nlenmesinde kullanim
icin bulusa gore Lactobacillus salivarius susu ile ilgilidir. Tercihen, memenin veya
meme dokusunun enflamasyonu ve/veya enfeksiyonu mastittir. Tercihen, memeli bir
disi insandir. Tercihen, bulusa gére Lactobacillus salivarius susu her bir doz igin 108 ila
10"? koloni stimdlan faktér (cfu) olan bir dozda, her giin birden fazla kere, daha tercihen

her gun iki veya Ug kere, en tercihen her giin ¢ kere uygulanir.

Bir altinci yoniinde, mevcut bulus bir memelide memenin veya meme dokusunun
enflamasyonunun ve/veya enfeksiyonunun tedavisinde ve/veya tnlenmesinde kullanim
icin bulusa gére bir bilesim ile ilgilidir. Tercihen, memenin veya meme dokusunun
enflamasyonu ve/veya enfeksiyonu mastittir. Tercihen, memeli bir disi insandir. Bir
uygulamada, disi insan mastit gelistirme riski altindadir, 6zellik yiksek riski altindadir
ve bulugsa gdre bilesim mastit gelistirme riski altinda olan, 6zel olarak yiksek riski

altinda olan, bir digi insanda mastitin énlenmesi icindir. Uygun bir sekilde, disi insan
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dnceden, memede veya meme dokusunda enflamasyondan vefveya enfeksiyondan,
ozel olarak mastitten, muzdarip olmustur. Tercihen, bulusa gore bilesim her bir doz i¢in
10% ila 10"° koloni stimilan faktor (cfu) olan bir dozda, her giin birden fazla kere, daha
tercihen her gln iki veya ¢ kere, en tercihen her glin U¢ kere uygulanir. Tercihen,
bilesim ilaveten sindirilemeyen oligosakkaritlerin, LC-PUFA'larn, ilave prebiyotiklerin ve

mikro-besinlerin grubundan secilen en az birini igerir.

Lactobacillus salivarius

Bulusa gore Lactobacillus salivarius susu Lactobacilfus salivarius PS2 veya L.
salivarius P52 olarak ifade edilir. L. salivarius PS2, 23 Mayis 2012'de BCCM/LMG'de
(Belgian Coordinated Collections of Microorganisms, Laboratorium voor Microbiologie -
Bacteriénverzameling (LMG), University of Gent, K.L. Ledeganckstraat 35, B-8000
Gent, Belgika) Patent Prosediirli Amaciyla Mikroorganizmalarin Depolanmasi Ulusal
Farkindali§i konusunda Budapeste Antlasmasrna uygun sekilde, Danone Research
BV, Bosrandweg 20, 6704 PH Wageningen, Hollanda tarafindan depolanmistir. L.
salivarius PS2'ye LMG P-27027 BCCM/LMG erigim numarasi verilmistir. Depolayici,
Danone Research BV, uygulayiciya bu patent basvurusunda depolanmis biyolojik
malzemeye atf yapma vyetkisi vermistir. Bundan sonra, L. salivarius PS2 aym
zamanda, Lactobacillus salivarius LMG P-27027 veya L. salivarius LMG P-27027

olarak da ifade edilir.

Bilegim

Tercihen, L. salivarius'un mevcut susu, bir bilesime, érnedin, bir besinsel bilesime, bir
besinsel takviyeye, bir farmasétik bilesime veya bir nutrasétik bilesime, tercihen bir
besinsel bilesime veya bir besinsel takviyeye dahil edilir. Tercihen, mevcut bilesim L.
salivarius sugunu ve bir fizyolojik olarak kabul edilebilir tagiyici veya eksipiyan ve/veya
asagida ilaveten tarif edildigi (zere ilave igerik maddeleri igerir. Tercihen, bulusa gore

L. salivarius susu dondurarak-kurutulmus formda bulunur.

Bulusa gore bilegim tercihen, bilesimin kuru agirhdinin her bir grami igin L. salivarius'un
mevcut susunun 102 ila 10" koloni olugturma birimini (cfu), bilesimin kuru agirhgmin
her bir grami i¢in 10* ila 10"?, daha tercihen 10° ila 10", en tercihen 10% ila 100 cfu L.

salivarius icerir. Bulusa gdre tercihen, susu 102 ila 10, daha tercihen 10° ila 102, daha
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tercihen 108 ila 5 x 10", en tercihen 108 ila 10" koloni olusturma birimi (cfu) olan bir
gunlak dozda uygulanir. Bulugsa gére bilesim, bulusa gore canli ve/veya canl-olmayan

L. salivarius, tercihen buluga gore canli L. salivarius igerebilir.

L. salivarius susunu iceren mevcut bilesim teknikte bilinen herhangi bir formda,
ornegin, kati formda, yar-kati formda veya sivi formda, olabilir. Tercihen, bilesim bir
besinsel bilesimdir veya bir besinsel takviyedir, tercihen, bir toz, kapsll veya tablet
formundadir, en tercihen bir besinsel takviyedir. Uygun besinsel bilesimler, herhangi bir
mesrubatl veya gida Urinani, érnedin, bir igecedi, bir stt-bazli mesrubati, bir yogurdu,
bir stut Grandnd, bir tahil Grindnd, bir soya OrGnind, bir meyve drinidnd, bir sebze
drunund, bir et Orinana veya bunlarn kombinasyonlarini, érnegin, bir komplet eti,
icerir. Bir tercih edilen uygulamada, bilesim toz, kapsul veya tablet formunda, en
tercihen toz formunda, bir besinsel takviyedir. Tercihen, bilesim, dzellikle bilesim toz,
kapsul veya tablet formunda oldugunda uygun olan, dondurarak-kurutulmusg formda L.
salivarius susunu icerir. Mevcut sus veya mevcut bilesim bir kaba, tercihen bir gubuga
veya cubuk paketine veya bir saseye dahil edilebilir. Tercihen, toz, kapsiil veya tablet
formunda oldugunda, dzellikle toz formunda oldugunda, mevcut bilegimin adizdan
alinmadan énce bir megrubata veya gida riinlne eklenmesi amaclanir. Tercihen, toz,
kapsll veya tablet formunda oldugunda, 6zellikle toz formunda oldugunda, mevcut
bilesime bilesimi agizdan alinmadan dnce bir mesrubata veya gida rliniine eklemek
icin talimatlar ile eslik edilir. Mevcut bilesimin buna eklenecedi mesrubat veya gida
ariind herhangi bir mesrubat veya gida Grini, 6rnegin, bir icecek, bir siit-bazh
mesrubat, bir yodurt, bir sit Grin0, bir tahil Grind, bir soya Grind, bir meyve urind, bir
sebze 0Orand, bir et Grind veya bunlarin kombinasyonlar, érnedin, bir komplet et,

olabilir.

ffave bilesenler

Bulusa gore L. salivarius sugu tercihen, bir fizyolojik olarak kabul edilebilir tagiyici veya
eksipiyan ve/veya ilave igerik maddeleri igerebilen bir bilesimde mevcuttur. Teknikie
bilindigi Uzere herhangi bir fizyolojik olarak kabul edilebilir eksipiyan veya tasiyici
kullanilabilir. Uygun eksipiyanlar veya tasiyicilar, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla,
suyu, glikozu, laktozu, siukrozu, mannitolt, maltodekstrini, (direncli) nisastay, selllozu
veya seliloz tarevlerini, drnegin, metilselilozu, magnezyum stearati, stearik asidi,

sodyum sakarini, talkumu, magnezyum karbonati ve benzerlerini, igerir.
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Tercihen, emziren kadinlar icin yararl olan ilave icerik maddeleri, daha tercihen immun
sistem igin yararli olan vefveya immun sistemi destekleyen icerik maddeleri dahil edilir.
Bu icerik maddeleri genel olarak teknikte bilinir ve bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla,
diyetsel lifi ve sindirilemeyen ocligosakkaritleri, LC-PUFA’lari ve mikro-besinleri (6rnedin,
vitaminleri ve mineralleri), icerir. Ayrica, makro-besinler (6rnegdin, lipidler, protein,

sindirilebilen karbonhidratlar) da bulugsa gére bilesime dahil edilebilir.

Sindirilemeyen oligosakkarit

Mevcut sus tercihen, ilaveten sindirilemeyen oligosakkaritler igeren, bir bilesim icinde
mevcuttur. Meveul bulugta kullanildigi tzere, "sindirilemeyen” terimi, insan ust sindirim
yolunda (ince badirsakta ve midede) bulunan asitlerin veya sindirim enzimlerinin etkisi
ile badirsakta sindiriimeyen ancak insan intestinal floras tarafindan fermente edilen
sakkaritleri ifade eder. Mono- ve disakkaritler, érnedin, glikoz, galaktoz, fruktoz, siikroz

ve laktoz, sindirilebilir.

Tercihen, mevcut bilesim 2 ila 250, daha tercihen 3 ila 60, olan bir polimerizasyon
derecesi (DP'si) olan sindirilemeyen oligosakkaritleri icerir. Tercihen, sindirilemeyen
oligosakkaritler, frukto-oligosakkaritlerin (6rnedin, indlin), galakto-oligosakkaritlerin
(6rnedin, transgalakio-oligosakkaritler wveya beta-galakto-oligosakkaritler), gluko-
oligosakkaritlerin (dmegin, gentio-, nigero- veya siklodekstrin-oligosakkaritler), arabino-
oligosakkaritlerin, mannan-oligosakkaritlerin, ksilo-oligosakkaritlerin, fuko-
oligosakkaritlerin, arabinogalakto-oligosakkaritlerin,  glukomanno-oligosakkaritlerin,
galaktomanno-oligosakkaritlerin, siyalik asit oligosakkaritlerinin  ve (ronik asit
oligosakkaritlerinin grubundan secilen, daha tercihen frukto-cligosakkaritlerin, galakto-
oligosakkaritlerin ve Uronik asit oligosakkaritlerinin grubundan segilen, en tercihen
frukto-oligosakkaritlerin ve galakto-oligosakkaritlerin grubundan segilen, en az bir
oligosakkaridi icerir. Tercihen, bilesim galakto-oligosakkaritleri, daha tercihen
transgalakto-oligosakkaritleri, igerir. Bir tercih edilen uygulamada, bilesim galakto-

oligosakkaritlerin ve frukto-oligosakkaritlerin bir karigimini igerir.

Galakto-oligosakkaritler, tercihen 2 ila 10 olan bir DP'ye sahiptir. Tercihen, galakto-
oligosakkaritler 8'nin altinda bir ortalama DP'ye sahiptir. Galakto-oligosakkaritler
tercihen, transgalakto-oligosakkaritlerden, lacto-N-tetraczdan (LNT'den), lakto-N-

neotetraozdan  (neo-LNT'den}, fukosil-laktozdan, fukosillenmis LNT'den ve
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fukosillenmis neo-LNT'den olusan gruptan secilir. Transgalakto-cligosakkaritler (TOS),
omegin, Vivinal™ (Borculo Domo Ingredients, Netherlands) ticari adi altinda, satilir.
Tercihen, transgalakto-oligosakkaritlerin sakkaritleri B-baghdir. Frukto-oligosakkaritler
tercihen 2 ila 250 olan, daha tercihen 1 ila 100 clan, en tercihen 5 ila 60 olan, bir DP'ye
sahiptir. Tercihen, frukto-oligosakkaritler 10'un Ustunde bir ortalama DP'ye sahiptir.
Frukto-oligosakkaritler, indlini, levani ve/veya polifruktanin bir karma tipini igerir. Bir
Ozel olarak tercih edilen frukto-oligosakkarit inllindir. Bilesimlerde kullanilan igin uygun
olan frukto-oligosakkaritler, dmegin, Raftiline®HP (Orafti) olarak, piyasada satilr.
Tercihen, mevcut bilesim, galakto-oligosakkaritlerin frukto-oligosakkaritlere 99 : 1 ila 1 :
99 olan, daha tercihen 20 : 1 ila 1 : 1 olan, en tercihen 12 : 1ila 7 : 1 olan, bir adirlik

oraninda galakto-oligosakkaritler ve frukto-oligosakkaritler i¢erir.

Bir bagka tercih edilen uygulamada, bilesim kisa zincirli ve uzun zincirli frukto-
oligosakkaritlerin bir kansimini igerir. Tercihen, 10'un altinda bir ortalama DP'si olan
frukto-oligosakkaritlerin ve 10'un (stiinde bir ortama DP’si olan frukto-oligosakkaritlerin
bir karisimi. Bilesimlerde kullanim icin uygun olan 10'un altinda bir ortalama DP'si olan
frukto-oligosakkarit, 6rnegin, Raftilose® olarak, piyasada satilir. Bilegimlerde kullanim
icin uygun olan 10'un Ustinde bir ortalama DP'si olan frukto-oligosakkarit, drnegin
Raftiline®HP olarak, piyasada satilir. Tercihen, mevcut bilesim, 20 : 1 ila 1 : 20, daha
tercihen 10 ; 1 ila 1 : 10, en tercihen 5 ; 1 ila 1 : 5 olan bir agirhk oraninda veya
yaklasik 1:1 olan bir oranda, 10'un altinda bir ortalama DP’si olan frukto-oligosakkaritler

ve 10'un Ustlinde bir ortalama DP'si olan frukto-oligosakkaritler igerir.

Tercihen, bilesim kuru agirhga gbére ad %0,25 ila ag %50 sindirilemeyen
oligosakkaritler, daha tercihen ag %0,5 ila ag %30, hatta daha tercihen ag %1,0 ila ag
%20 sindirilemeyen oligosakkaritler icerir. Sivi formda oldugunda, bilesim tercihen her
bir 100 mol igin 50 mg ila 5 g sindirilemeyen oligosakkarit, daha tercihen her bir 100 ml
icin 250 mg ila 2 g, hatta daha tercihen 500 mg ila 1 g, igerir. Dozaj terimleri cinsinden
ifade edildiginde, sindirilemeyen oligosakkarit igeridi tercihen her giin igin 0,1 ila 50
g'dir, daha tercihen her giin icin 1 ila 35 g'dir, hatta daha tercihen her giin igin 5 ila 25
g'dir, en tercihen her gun igin 10 ila 20 g'dir.

Uzun zincirli poli-doymams yag asitleri (LC-PUFA)
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Tercihen, mevcut bilesim ek olarak, uzun zincirli poli-doymamis yan asitleri ve/veya
uzun zincirli poli-doymamig yagh acil zincirleri (LC-PUFA’lar) i¢erir. Mevcut bulusta LC-
PUFA terimi, 20 karbon atomluk veya daha uzun olan bir uzunlugu ve en az iki
doymamis bagi olan bir yag asidi veya yagl agil zinciri ile ilgilidir. Tercihen, bilesim
eikozapentaenoik asitlerden ve/veya agil zincirinden (EPA'dan), dokozahekzaenoik
asitten ve/veya agil zincirinden {(DHA'dan) ve arasidonik asitten ve/veya agil zincirinden
(AA'dan) olusan gruptan secilen bir LC-PUFA igerir. Bir uygulamada, bilesim DHA
igerir. Bir baska uygulamada, bilesim EPA icerir. Daha tercihen, bilesim DHA ve EPA
icerir. LC-PUFA avantajli bir gekilde, immin sistemi guglendirir. Dolayisiyla, hem
diyetsel Iif hem de LC-PUFA iceren bir bilesimin bir emziren kadinlara uygulanmasi

immin sistem uzerinde bir iyilestiriimis etkiye sahip olacaktir.

Tercihen, bilesim, her bir gunluk doz icin 5C ila 3000 mg LC-PUFA, daha tercihen 100
ila 1500 mg, en tercihen 200 ila 700 mg, igerir.

Mikro-besinler

Tercihen, mevcut susg, ilaveten mikro-besinler, daha tercihen vitaminler ve mineraller,
iceren bir bilesim icinde bulunur. Tercih edilen mikro-besinler, emziren kadinlar igin
yararl olanlardir, 6zel olarak immiin sistemin yararina olanlardir ve/veya immiin sistemi
destekleyenlerdir. Bu igerik maddeleri genel olarak teknikte bilinir ve genel olarak
emziren kadinlar veya geng anneler igin amaglanan takviyelere dahil edilir. Vitaminlerin
ve minerallerin mevcut bilesime dahil edilmesi emziren kadinlar tarafindan alinacak

olan bilesimlerin veya takviyelerin miktarini uygun bir sekilde azaltir.

Tercih edilen vitaminler suda-¢dzinebilen vitaminlerdir; B1 vitaminidir (tiyamindir), B2
vitaminidir (riboflavindir), B3 vitaminidir (niasindir), B5 vitaminidir (pantotenik asittir), B6
vitaminidir (piridoksindir), folik asittir, B12 vitaminidir (siyanokobalamindir), biyotindir,
kolindir ve C vitaminidir ve yadda-¢éziinebilen vitaminlerdir; D3 vitaminidir, E vitaminidir
ve K vitaminidir. En gok tercih edilen vitaminler folik asitti, B1 vitaminidir, B2

vitaminidir, B6 vitaminidir, B12 vitaminidir, kolindir ve C vitaminidir.

Tercih edilen mineraller, kalsiyumdur, fosfordur, cinkodur, iyottur, demirdir,
manganezdir, selenyumdur, bakirdir ve magnezyumdur. En ¢ok tercih edilen mineraller

kalsiyumdur, iyottur, ¢inkodur ve demirdir.
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flave probiyotikler

Buluga gore bilesimler, yukarda tarif edildidi lzere L. salivarius'un mevcut susu

diginda, ilave probiyotikler igerebilir.

Mevcut bulusta probiyotikler, uygulama Uzerine, konak (zerinde bir yararh etki
uygulayan, mikro-organizmalan ifade eder. Probiyotikler emziren kadinlarin immdin
sistemi Uzerinde yararl etkilere sahiptir, bundan dolayi probiyotikler ile kambinasyon
immun sistem UGzerinde bir Gstin etkiye sahip olacaktir. Tercihen, probiyotikler
Lactobacillus'tan ve Bifidobacterium’'dan olusan gruptan segilir. Daha tercihen,
probiyotikler Lactobacillus accidophilus grubundan, L. rhamnosus'tan, L. caseiden, L.
paracaseiden, L. plantarum'dan, L. reuteriden, L. fermentum'dan, Bifidobacterium
infantis'ten, B. animalis subsp. lactis'ten, B. breve'den, B. longum'dan ve B. bifidum'dan
olusan gruptan segilir. Tercihen, probiyotikler her bir minferit probiyotigin 1x10° koloni
olusturma birimi (cfu) ila 1x10"* cfu, daha tercihen 1x107 ila 1x10'", en tercihen 1x108

ila 1x10'°, olan bir giinliikk dozu halinde bulunur.

Bir tercih edilen uygulamada, bilesim mastitin tedavisinde ve/veya énlenmesinde aktif
olan yalmzca bir tek sus, yani, bulusa gore L. salivarius susunu, igerir. Bir uygulamada,

bilesim Lactobacillus gasserinin bir susunu igcermez.

Makro-besinler

Mevcut bilesim ayrica, protein, yag ve sindirilebilen karbonhidrat arasindan secilen en
az bir, tercihen en az iki, daha tercihen en az G¢ makro-besin de icerebilir. Bu 6zel
olarak, buluga gére sugun bir besinsel bilesime dahil edildigi durumda tercih edilir. Bir
avantajll uygulamada, mevcut besinsel bilesimler, yukanda tarif edildidi Ozere,
sindirilemeyen oligosakkaritlerin, LC-PUFA’larin, ilave prebiyotiklerin ve mikro-

besinlerin grubundan segilen en az birini igerir.
Uygulama
Mevcut sus vetveya bilesim, dzellikle bir memelide memenin veya meme dokusunun

enflamasyonunun ve/veya enfeksiyonunun tedavisi ve/veya dnlenmesi icin, daha odzel

olarak mastitin vefveya mastit ile iliskilendiriimis semptomlann tedavisi ve/veya
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dnlenmesi icin, ila¢ olarak uygundur. Tercihen, mevcut sus vefveya bilesim 6zel olarak,
bir memelide memenin veya meme dokusunun enflamasyonunun ve/veya
enfeksiyonunun tedavisi icin, &zellikle mastitin ve/veya mastit ile iligskilendiriimis
semptomlarin tedavisi icin uygundur. Bir uygulamada, tercihen mevcut sus vel/veya
bilesim dzel olarak bir memelide memenin veya meme dokusunun enflamasyonunun
ve/veya enfeksiyonunun oOnlenmesi igin, oOzellikle mastitin ve/veya mastit ile
iliskilendirilmis semptomlarin dnlenmesi igin, uygundur. Mevcut bulus baglaminda,
"onlenme" ayrica, "meydana gelme riski azaltma" olarak da yazilabilir. Burada
kullanildigi sekliyle, "mastitin ve/veya meme agrisinin ve mastit ile iliskilendirilmig
baska semptomlann tedavisi ve/veya o6nlenmesi" ve (benzer) ifadeler, bir kisinin
mastitten muzdarip oldugu strenin uzunlugunu azaltmayi, mastitten muzdarip olan kigi
tarafindan yaganan adri diizeyini azaltmayi, mastitten muzdarip olan Kisinin toparlanma
sUresini azaltmay, kisinin (eger olduysa) mastitten dolayl bebegini emzirmeyi biraktid)
sUrenin uzunlugunu azaltmayi, kisinin mastitten dolayl emzirmeyi birakmayl segme
riskini azaltmayi, kisinin bebegini emzirme slresinin uzunlugunu uzatmay! ve/veya

kisinin mastitten dolayi bebegi emzirmeyi birakma riskini azaltmay: igerir.

Tedavi edilecek velveya énlenecek olan mastit puerperaldir veya puerperal degildir,
tercihen mastit puerperaldir. Mastit ile iliskilendiriimis semptomlar (lokal) meme
agrisini, kizankhdi, sismeyi, meme angorjmanini ve memenin (memelerin) 1sinmasini,
sut stazini, atesi, grip-benzeri semptomlari ve meme apselerinin gelistiriimesini igerir.
Mevcut sus ve/veya bilesim mastitten muzdarip olan bir kadina veya mastit gelistirme
riski altinda, tercihen yuksek riski altinda, olan bir kadina uygulanabilir. Mastit
gelistirme vyiksek riski altinda olan kadinlar, bunlarla sinirl kalmamak kaydiyla,
emziren veya emzirmeye baslamayi planlayan ve yarar veya ¢atlak meme ucuna
sahip olan, dnceden (6rnegin, bir baska bebegdi emzirirken) mastitten muzdarip olan,
dizensiz araliklar ile emziren, (bir baska enfeksiyon igin) antibiyotik alan veya yakin
tarihlerde almis olan, diyabetten, kronik hastaliktan, HIV enfeksiyonundan, AIDS'ten
veya bir bozulmus immiin sistemden muzdarip olan kadinlar, igerir. Bir uygulamada,
mevcut sus ve/veya bilesim dnceden mastitten muzdarip olan kadinlara uygulanacaktir.
Mevcut bulug baglaminda, "kadinlar® ve "disi insanlar" birbiri ile degistirilebilir bir

sekilde kullarnilir.

Mevcut sus velveya bilesim bir ka¢ hafta icinde emzirmeye baslamayl planlayan

(6rnedin, planlanan laktasyon zamanindan dort hafta dnce), emziren veya yakin
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tarinlerde emzirmeyi birakmig olan bir kadina uygulanabilir. Mastitin semptomlar
uzadigi sidrece daha tercihen laktasyon devam ettigi strece, mevcut susu velveya
bilesimi uygulamak &Gzellikle tercih edilir. Bazi uygulamalarda, mevcut sus ve/veya
bilesim gebeligin son trimesterinde olan (yani, bunlar bebedini emzirmeye baglamadan
dnce), post-partum birinci haftalarinda olan veya laktasyon devam ettigi strece bir
kadina uygulanabilir. Uygun bir sekilde mevcut sus ve/veya bilesim bir kadina gebeligin
hafta 29'undan ileriye dogru, hafta 30'dan, hafta 31'den, hafta 32'den, hafta 32'den,
hafta 33'ten, hafta 34'ten, hafta 35'ten, hafta 36'dan, hafta 37'den, hafta 38'den, hafta
39'dan, hafta 40'tan, hafta 41'den, hafta 42'den, dogumdan veya mastitin herhangi bir
semptomu asikar olmadan dnce veya asikar olduktan sonra laktasyon devam ederken

post-partum herhangi bir zamandan ileriye dogru, uygulanabilir.

Uygulama sekli

Mevcut yontemde kullanilan bilesim tercihen enteral olarak, daha tercihen oral olarak,
uygulanir. Bulusa gore bilesim her giin igin bir tek glnlilk doz veya cok sayida doz,
drnegin, her gln icin en az 2 doz, her gin igin en az 3 doz, her giin i¢in en az 4 gun,
halinde uygulanabilir. Tercihen, bulusa gdre bilesim her gin icin birden fazla kere
uygulanir. Bir 6zel olarak tercih edilen uygulamada, bulusa gére bilesim her glin igin 2
veya 3 doz halinde, en tercihen her gln icin 3 doz halinde, uygulanir, Bir tercih edilen
uygulamada, bulusa gdre bilesim bir besinsel bilesimdir veya bir besinsel takviyedir.
Bulusa gore takviye bir toz, {cignenebilen tablet dahil olmak Uzere) bir tablet veya bir
kapsul formunda olabilir. Bulusa gbére besinsel bilesim herhangi bir gida Grinl veya
mesrubat olabilir. Tercihen, bulusa gdre bilesim, ézel olarak besinsel takviye, ilaveten
bir fizyolojik olarak kabul edilebilir eksipiyan veya tasiyici icerir. Bir tercih edilen
uygulamada, hilesim veya takviye 1 ila 10 g, daha tercihen 1,5ila 7 g, en tercihen 2 ila
5 g, igeren bir kap (tercihen bir sase) iginde paketlenmis bir tozdur. Tercihen, her bir

kap bir tek doz icerir.

Tercihen, besinsel bilesim, yadlar, proteinler ve sindirilebilen karbonhidratlar igeren, bir
siit-bazh sividir. Tercihen, bu sit-bazl sivi 50 ila 1000 ml, daha tercihen 60 ila 500, en

tercihen 75 ila 125 ml, olan bir hacim ile bir sise veya tetrapack i¢cinde paketlenir.

Tercihen, bilesim 1 ila 10 g, daha tercihen 1,5ila 7 g, en tercihen 2 ila 5 g, iceren, bir

kap, tercihen bir sase icinde paketlenmis bir tozdur.
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Bu belgede ve bunun istemlerinde, "“icermek” fiili ve bunun fiil ¢cekimleri, s6ézcugu takip
eden maddelerin dahil edildigi ancak spesifik olarak bahsedilmeyen maddelerin
diglanmadigi anlamina gelecek sekilde bunun sinirlayici olmayan anlaminda kullanilir.
Buna ek olarak, "bir" veya "biri" belgisiz tanimlidi tarafindan bir elemana atif, baglam
burada elemanlarin birinin ve yalnizca birinin olmasini agik bir sekilde gerektirmedikge,
elemanin birden fazlasinin mevcut olmasi olasiligini dislamaz. Dolayisiyla, "bir" veya

"biri" belgisiz tanimhdi genel olarak "en az bir" anlamina gelir.

SEKILLERIN ACIKLAMASI

Sekil 1, Lacfobacillus salivarius'un 18 farkh susunun RAPD analizini gbsterir. Satirlar
asagidakilere karsilik gelir: (1) ZH17-05; (2) CELA-2; (3) PS2; (4) CECT 5713; (5) CTC
2197; (6) F1 9810; (7) FI 9789; (8) CECT 4062; (9) CECT 4063; (10) V3-lll-1; (11) V4-II-
90; (12) V7-lI-1; (13) V7-1I-62; (14) V7-IV-1; (15) V7-IV-60; (16) V8-1I-62; (17) V11-1-
60; (18) V11-I11-60; (L) HyperLadder™ Il (50bp - 2000pb) (Bioline).

Sekil 2, gin 0'da, gin 7'de ve gin 14'te, érnek 2'nin klinik calismasinda elde edilen,
meme sutl érneklerinin toplam bakteriyel sayimlannin kutu grafiklerini gosterir; sekil 2a
= tedavi grubu 1, sekil 2b = tedavi grubu 2, sekil 2¢c = tedavi grubu 3, sekil 2d = tedavi
grubu.

Sekil 3, gin 0'da (gekil 3a) ve gun 14'te (sekil 3b), 6rmek 2'nin klinik galismasinda elde

edilen, agir skorlarinin kutu grafiklerini gésterir.

ORNEKLER

Ornek 1: Rastgele Bir Sekilde Cogaltiimis Polimorfik DNA (RAPD) analizi

Bir toplam 28 Lactobacillus salivarius susu Rastgele Bir Sekilde Cogaltilmig Polimorfik
DNA (RAPD) analizine gonderilmistir. RAPD profilleri OPL5 primeri (5
ACGCAGGCAC-3") kullanilarak elde edilmistir {(Veyrat, A., Miralles, M. C. and Perez-
Martinez, G. A. in J. Appl. Microbiol. 1999, 87:49-61). Bilgisayar destekli analiz

InfoQuest FP yazilimi (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA) ile gerceklestirilmistir.
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Analiz edilmis 28 sus, insan sutlinden izole edilmis on bir sus (PS2; HNG; FN 74 M1;
LA 105 Te-1; WN 70 M1; AP 141 Me-2; AP 141 Me-11; TM 142 M1; TA 143 Ma-1; TA
143 Te-1; MV 144 M1), bebek fecesinden izole edilmis bir sus (ZH17-05), domuz
sutinden izole edilmis bir sus {CELA-2), kiimes hayvanindan izole edilmis bir sus {CTC
2197), insan vajinal eksudasindan elde edilmis on sug (V3-Ill-1; V4-1I-90; V7-II-1; V7-II-
62; V7-Iv-1; V7-IV-60; V8-lll-62; V11-1-60; V11-ll-60; V11-IV-60), bilinen
koleksiyonlardan bes sus (FI 9810; FI 9789; CECT 4062; CECT 4063; CECT 5713)

igermistir.

Analiz, Lactobacillus salivarius PS2'nin RAPD profilinin (sttun 3) burada calisilan
baska suglarinkilerden farkh oldugunu ortaya ¢ikarmigtir, bir secilmis karsilagtirma icin

bakiniz sekil 1 (bagka RPAD profilleri gdsterilmemistir).

Arroyo et al., in Clin. Infect, Dis. 2010, 50(12), 1551-1558, mastiti tedavi etmede bir
bakteriyel sus Lactobacillus salivarius CECT5713'Un kullanimini tarif eder. Mevcut
bulusun konusu olan Lactebacifius salivarius PS2 susunun burada CECT5713 susu
igin bir farkll RAPD profiline sahip oldugu ve ayni zamanda CECT5713 susuna kiyasla
iyilestiriimis 6zelliklere, 6rnegin, bunun genomunda arttinlmig kararlihdina ve profajlarin
yokluguna, sahip oldugu da gosterilmistir {Langa et al., in Appl. Microbiol. Biotechnol.
2012, 94, 1279-87).

Ornek 2: Klinik ¢alisma I - Mastitin tedavisi

Yéntemler. Bir agik-etiketli galisma, mastit semptomlar olan bir toplam 108 emziren
kadin ile gerceklestiriimigtir. TumO asadidaki kriterleri  karsilagmigtir:  meme
enflamasyonu, agnh emzirme, > 1 x 10% cfu/mL olan sit bakteriyel sayimi. Emziren
kadinlar 14 gin boyunca her gin icin her bir g icin 1 x 10° cfu L. salivarius PS2 iceren
bir dondurarak-kurutulmus probiyotik takviye igeren 1 (tedavi grubu 1, n = 25), 2 (tedavi
grubu 2, n = 25) veya 3 (tedavi grubu 3, n = 25) kapsiil almigtir. Referans grup (n = 33),
bunlarin primer bakim merkezlerinde regete edildigi izere 14 giin boyunca antibiyotik
tedavisi almigtir. Sijelerin hi¢ biri galisma boyunca ticari probiyotik gidalarn veya
takviyeleri agizdan almamistir. Mamari apseleri, Raynaud sendromu veya herhangi bir

baska mamari patolojisi olan kadinlar dahil edilmemistir.
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Meme sitl drnekleri takvive veya tedavi baslatiimadan énce {giin 0'da) ve ¢alismanin
sonuna kadar her hafta (gun 7'de ve gun 14'te) alinmistir. Semptomlarin evriimesi
bunlarnin primer bakim merkezlerindeki ebeler tarafindan aym zaman noktalarinda
degerlendirilmigtir; goéndllilerden bunlarin meme agrisini 0'dan (asir derecede agrili)

10'a {herhangi bir agn yok) skorlamasi istenmistir.

Bakteriyel sayim asadida olduju sekilde sut oOrneklerinde o6lgllmistir. Ornekler
enfeksiyoz mastite dahil edilen ana ajanlarin selektif izolasyonu ve kantifikasyonu igin
Baird-Parker, Columbia, Mac-Conkey ve Sabouraud dekstroz kloramfenikol agar
plakalarina ve paralel olarak laktobasillerin izolasyonu i¢in L-sistein (0,5 g/L) takviye
edilmis MRS (MRS-Cys) agar plakalarina (Oxoid) yayilmigtir. Plakalar, anaerobik
olarak inkiibe edilmis olan, MRS-Cys plakalan diginda, aerobik kosullarda 37°C'de 48

saat boyunca inkibe edilmistir.

Sitten izole edilmis bakteriler baslangigta klasik morfolojik ve biyokimyasal testler ile
tir dizeyinde tanimlanmistir, S. epidermidis veya S, aureus tirine ait olan bakterilerin
tanimlanmasi dnaJ genleri temelli bir multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ydntemi ile konfirme edilmistir. Streptokoklarin tanimlanmasi, parsiyel amplifikasyon ve
tuf geninin dizilenmesi ile gerceklestiriimigtir. Geri kalan izolatlar 16S rRNA dizilemesi
ile tanimlanmistir, Bunlarin kimligi, Avrupa Molekller Biyoloji veri tabaninda depolanan

diziler arasinda en yliksek skorlara (>%99) gore belirlenmigtir.

St érneklerinde L. salivarius PS2'nin tanimlanmasi bir DNA-DNA koloni hibridizasyon
analizi ile yapilmistir. Bu amag igin, 2 tlr-spesifik prob egsiz 16S rRNA dizilerine gdre
tasarlanmigtir. St orneklerinden (gun 14) MRS-Cys plakalan uUzerinde elde edilen
koloniler MRS-Cys replika plakalann 2 setinde bir duzenli dizilim hélinde lekelenmistir.
Akabinde, naylon Hybond-N+ diskleri (GE Healthcare) dogrudan kultlr yizeylerine
serilmistir ve orada 1 dakika boyunca tutulmustur. Hem hibridizasyon hem de saptama
Onceden tarif edildigi sekilde (Jimenez et al., in Appl. Environ. Microbiol. 2008, 74:
4650-4655) gerceklestiriimistir. Koloni hibridizasyonundan sonra bir pozitif sinyal veren
izolatlarin kimligi yukarida tarif edildigi Gzere 16S rRNA dizileme ile konfirme edilmigtir
ve dnceden tarif edildidi Gzere dedisken alanh jel elektroforezi (PFGE) genotiplemesine
gonderilmistir (Jimenez et al., 2008). Bunlarin profilleri L. salivarius CECT4062'ninkiler,
L. salivarius CECT4063'Unkiler, L. salivarius DSM 20492'ninkiler ve L. salivarius
CECT5713'Unkiler ile karsilastiriimistir.
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istatistiksel analiz: Sitiin her bir mL'si igin cfu sayisi olarak kaydedilen mikrobiyal

veriler, istatistiksel analizden dnce logaritmik degerlere dénistarulmustur. Bakteriyel
sayimlarin bildirilen degerleri iki kopya halindeki veya (¢ kopya halindeki belirlemelerin
ortalama degerleridir. Strekli degdiskenler "bakteriyel sayimlar" ve "meme agnsi skoru”
normal dagiimh degildir. Mann Whitney testleri bakteriyel sayimlar (toplam ve ana
bakteriyel suslar) arasindaki ve galismanin farkli zaman noktalarinda meme agnsi
skorlari arasindaki istatistiksel olarak anlamhi  farkliliklari  belirlemek igin

gerceklestiriimistir.

Sat érnekleri icinde bakteriyel sayimlar: Gin 0'da, sit icinde toplam bakteriyel sayimin

ortalama degerleri 4 grupta cok benzerdir ve 8,5 ila 1,2 x 10* cfu/mL araligindadir
(Tablo 1). Gdn 7'de, her gin icin 2 veya 3 doz alan, tedavi gruplar 2'deki ve 3'teki
toplam bakteriyel sayimlarin ortalama dederleri, her gun igin bir doz alan, tedavi grubu
1'deki karsiik gelen dedere kiyasla anlamli olarak daha disiktir (p<0,001). Bu
parametre, 7 glinde referans grupta analiz edilmemistir. Glin 14'te, referans gruptaki
toplam bakteriyel sayimlarin ortalama degerleri tedavi grubu 1'e kiyasla anlamli olarak
daha dusik olma egilimindedir. Bununla birlikte, tedavi gruplan 2 ve 3, referans gruba
kiyasla toplam bakteriyel sayimin anlamli olarak daha diigik ortalama dedgerlerine
sahiptir, bakiniz, Tablo 1 ve Sekil 2.

Tablo 1: Tedavi ve referans gruplarinda ortalama toplam bakteriyel sayimlar (TBC).

10? cfu/mL igindeki TBC (standart sapma)

glin 0 gin7 gln 14
tedavi grubu 1 97.5 (8.0) 74.3 (11.5) 49.8 (16.1)
tedavi grubu 2 99.0 (4.1) 38.4 (12.8) 15.9 (7.7)
tedavi grubu 3 97.7 (4.8) 8.2 (7.5) 2.1(2.3)
referans grup 98.6 (8.0) n.d. 40.1 (34.0)

n.d. = belilenmemigtir

Klinik semptomlarin_evrilmesi: Kadinlar tarafindan bildirilen meme agrisinin ortalama

skoru 4 gruptan gun 0'da, 0 ila 3 aralidinda olarak, benzerdir, bakiniz, Tablo 2 ve Sekil
3a. Gun 14'te, meme agrisi skoru katihimcilarin gogunda iyilesmistir. Gin 14'te, her gun

icin 2 ve 3 doz alan, tedavi grubu 2'deki ve 3'teki meme adrisi skorlar (sirasiyla, 6,5 ve
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8,2 olan ortalama skor) ve tedavi grubu 1'deki meme agrisi skoru (sirasiyla, 4,08 ve
5,03 olan ortalama skor) arasinda istatistiksel olarak anlaml farkhlklar vardir
(p<0,001), bakiniz, Tablo 2 ve Sekil 3b.

Tablo 2: Tedavi ve referans gruplarinda orfalama meme agrist skorlart {(BPS).

BPS (standart sapma)
gin O gun7 guan 14
tedavi grubu 1 1.2(0.8) 2.2 (0.9) 48(1.1)
tedavi grubu 2 1.1 (0.7) 4.8 (1.1) 6.5(0.9)
tedavi grubu 3 1.0(0.8) 6.8 (1.4) 82(1.2)
referans grup 1.1(0.8) n.d. 5.0(2.5)

n.d. = belilenmemistir

Sonug: Bu bulgular, L. salivarius PS2 ile takviyenin, mastitten muzdarip olan kadinlarin
meme sitinde bir azaltilmis bakteriyel sayim ve klinik semptomlarinin (agr skorunun)
bir iyilegtiriimesi ile sonuglanmigtir. 10* cfu/mL L. salivarius PS2 olan bir glinlik doz ile
elde edilen sonuglar, antibiyotikler ile elde edilenler ile kargilagtirilabilirken, 10 cfu/mL
L. salivarius PS2 olan iki veya u¢ gunlik doz antibiyotikler ile dizenli tedaviye kiyasla
agik bir sekilde daha iyi performans gosterir. Her glin igin bu susun iki veya Ug¢ doz ile,
Ozel olarak (¢ doz ile, takviyesi standart antibiyotik tedavisine kiyasla bakteriyel

sayimin anlamli olarak daha byik azalmasi ile sonug¢lanmisgtir.

Ornek 3: Klinik ¢caligsma Il - Tiiksek-tiskli siijelerde mastitin 6nlenmesi

Yéntemler: Bir randomize edilmis, gift kdr, plasebo-kontrolli midahale ¢alismasi,
bebeklerini emzirmeye niyetlenen, 25 - 35 yasindaki, bir toplam 108 saglikl gehe kadin
ile gergeklestirilmistir. TimO asadidaki kriterleri karsilasmistir: normal gebelik, saghkli
durum ve en az, bir dnceki gebelikien, sonra bir laktasyonel mastit dykisu. Sujeler bir
test grubuna (n = 55) ve bir plasebo grubuna (n = 53) randomize edilmistir. Gebelidin
30. haftasindan dogumdan 12 hafta sonraya kadar, test grubu her gan igin her bir g igin
1 x 10° cfu L. salivarius PS2 igeren dondurarak-kurutulmus probiyotik toz formunda
takviye igeren 1 saseyi agizdan almistir ve plasebo grubu bir plasebo takviye iceren 1

saseyi agizdan almistir. Sijelerin hig biri gebeligin Gglncl trimesteri sirasinda ve
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calisma sirasinda ticari probiyotik gidalari veya takviyeleri agizdan almamistir. Onceki
30 gun icinde ticari probiyotik gidalan veya takviyeleri agizdan alan veya bir antibiyotik
tedavisi alan kadinlar ve inek situ proteining alerjisi veya laktoza intoleransi olan
kadinlar ve mamari apseleri, Raynaud sendromu veya herhangi bir bagka mamari

patolojisi olan kadinlar dahil edilmez.

Mastit semptomlar dogumdan sonraki ilk 3 ay boyunca Primer Saglik Merkezleri'nin
ebeleri tarafindan dederlendirilmigtir. Enfeksiydz mastitin siniflandinimasi igin
asagidaki guncel kriterler [Fernandez et al., Benef. Microbes. 2014, 5(2), 169-83), "akut
mastit”, lokal (ttkanma, agri, kizariklik, azaltilmis salgilama) ve sistemik (grip-benzeri)
semptomlan olan memenin bir akut enflamasyonu olarak tamimlanmig iken, "subakut
mastit”, lokal semptomlarin {tikanma, igne-benzeri ve/veya yanmal agri, azaltiimis
salgilama) varlig) ve sistemik semptomlarin yokludu ile karakterize edilen bir meme
enflamasyonu olarak tanimlanmistir. Her iki tanim da yalnizca, asadida tanimlandidi
sekilde belirlenmis bir yliksek sit bakteriyel sayimi (>10° CFU/mL) ve bir yliksek siit
l6kosit sayimi {>=10* hiicre/mL) ile iliskilendirilmis olgular igerir. Lokosit kantifikasyonu
May-Grinwald-Giemsa diferansiyel boyamasindan sonra optik mikropkopi ile

gerceklestirilmigtir.

Mastit gerceklestiginde, gondilliilerden, bir standart agr skorlama prosediirll [Jensen
and Karoly, Handbook of Pain Assessment, 2nd edition, New York: Guilford Press,
2001, pp 15-34; Jensen, Pain assessment in clinical trials. In H. Wittink and D. Carr
(eds.), Pain Management: Evidence, QOutcomes, and Quality of life. Amsterdam:
Elsevier, 2008] izlenerek, bunlarin meme agrisi hissini 0'dan (asir derecede adrih) 10'a

(herhangi bir agr yok) skorlamas istenmigtir.

Meme st ornekleri (10 mL), 3-aylik takip periyodu sirasinda mastitten muzdarip
olmayan kadinlar durumunda dogrumdan sonraki 91. ve 100. glnler arasinda
toplanmistir. Bu tarz bir rahatsizliktan muzdarip olan kadinlar durumunda, bir stt érnegi
tanidan hemen sonra toplanmistir. Bakieriyel sayim asafida oldugju sekilde siit
drneklerinde Slgilir. Ornekler enfeksiydz mastite dahil edilen ana ajanlann selektif
izolasyonu ve kantifikasyonu icin Baird-Parker, Columbia, Mac-Conkey ve Sabouraud
dekstroz kloramfenikol agar plakalarina ve paralel clarak laktobasillerin izolasyonu icin
L-sistein (0,5 g/L) takviye edilmis MRS (MRS-Cys) agar plakalanna (Oxoid) yayilir.

Plakalar, anaerobik olarak inkiibe edilen, MR3-Cys plakalari diginda, aerobik
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kosullarda 37°C'de 48 saat boyunca inkilbe edilir. Sutten izole edilmis bakteriler
baslangicta klasik morfolojik ve biyokimyasal testler ile tir dizeyinde tanimlanir.
Bakteriyel sayimdan sonra, her bir koloni morfoloji tipinin temsilleri bir bakteriyel
koloninin bir kismini (~1 pL) bir MALDI drnek plakasina lekeleme ile MALDI-TOF ile
tanimlanmistir.  Akabinde, asetonitril (%28) igindeki bir doymus a-siyano-4-
hidroksisinnamik asidin 1 pL'si bunun dstline sUrilmdistir ve bunun oda sicaklidinda
kurumasina izin verilmistir. Her bir izolat i¢in, bir ortalama spektrum en az 50 m/z'lik
spektrumlar profilleri ile yapilmistir ve Myla veri tabanina (Biomerieux) dahil edilen
spektrumlar ile Kkarsilastrma ile tanmmlama igin kullanidmistir,. Tanimlama veri
tabanindaki tur-spesifik m/z degerleri ile bir %99-10070k eglesme olarak

tanmimlanmistir.

istatistiksel analiz: Un her bir mL'si icin cfu sayisi olarak kaydedilen mikrobiyal veriler,

istatistiksel analizden 6nce logaritmik degerlere donugtiralmistar. Surekli degiskenler
ortalamalar olarak ve narmalite igin kontrol edildikten sonra ortalamalarin %95'lik guven
araligi (Cl) olarak ifade edilmistir. Bir tek-ydnlli ANOVA analizi akabinde bir Bonferroni
post-testi probiyotik ve plasebo gruplan arasinda c¢absmanin yasinin ve gebelik
zamaninin {gebelik haftasinin) karsilastinimasi igin ve meme agrisi skorlarinda
probiyotik miidahalesinin ve mastit tipinin (subakut ve akut) etkisini kontrol etmek igin
kullanilmistir. Bir iki-ydnlii ANOVA analizi, tedavinin ve mamari bez saglk durumunun
stafilokoksal/streptokoksal sayimlar tizerinde etkisini ayni zamanda tedavinin ve mastit
tipinin meme adrisi skoru Gzerindeki etkisini arastirmak icin ve iki arastirilan degiskenin
olasi etkilegsimini ¢aligsmak igin kullarulmistir. Oranlar gerektiginde x? veya Fisher kesin
olasilik testleri kullanilarak karsilastirlimistir. Meme sutindeki
stafilokoksal/streptokoksal sayimlar ve meme agnsi skoru arasindaki iligkiyi test etmek
igin bir korelasyon analizi gergeklestiriimistir. istatistiksel anlamhlk, P < ,05'%

ayarlanmistir.

Bulgular: Cahgmanin baglangicinda probiyotik ve plasebo grubu arasinda yasa
(probiyotik grup i¢in ortalama: 31,18 yas, %95 CI: 30,70 - 31,66 ve plasebo grubu igin
ortalama: 30,51 yas, %95 CI: 30,02 - 31,00; P = ,1699, tek-yonlu ANOVA) ve gebelik
haftasina (probiyotik grup icin ortalama: 29,82 hafta, %95 Cl: 29,49 - 30,15 ve plasebo
grubu igin ortalama: 30,06 hafta, %95 Cl: 29,74 - 30,37; P = ,2953, tek-yonlll ANOVA)
iliskin herhangi bir anlamli farklilik yoktur. Probiyotigin agizdan alhimi ile ilgili herhangi

bir advers veya yan etki/olay ¢alisma boyunca bildirilmemigtir.
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Mastitin meydana gelmesi dogrundan sonraki ilk 3 ay sirasinda degerlendirilmistir.
Global olarak, mastitten muzdarip olan 108 kadindan 440 {%59,26); olgularin
%77.27'si subakut olarak sinirlandinimig iken, akut olgular geri kalan %22,73'e tekablil
etmistir. Dogumdan sonraki ilk tic ay i¢inde mastit (subakut veya akut) insidansinin
sonuglan ayni zamanda meme sutlndeki ortalama toplam bakteriye sayimlar (TBC) ve
meme agdrisi skorlan (BPS) Tabloe 3'te sunulur. Probiyotik ve kontrol grubu arasinda
mastit sikligina iliskin istatistiksel olarak anlamli farkhliklar bulunmustur. Probiyotik
grubunda mastitten muzdarip olan kadinlarin ylizdesi kontrol grubuna kiyasla anlaml
olarak daha disUktir (P = ,0010, ¥? testi). Gebelikleri sirasinda L. salivarius PS2 almis
olan kadinlarin grubu ve bir plasebo almig olan kontrol grubu arasinda mastitin tipine
iliskin herhangi bir anlamli farkhhk bulunmamigtir. Probiyotik grubunda, subakut ve akut
mastitin sikliklari, sirasiyla, %79 ve %21 iken, kontrol grubunda, bu yizdeler sirasiyla
%77'dir ve %23'tur (P = 1,000; Fisher kesin olasilik testi).

Tdm katilmeilar tarafindan saglanan st drneklerindeki ortalama bakteriyel sayim, 2,63
x 10® CFU/mL'dir (%95 Cl: 1,74 x 10° - 3,98 x 10°%). Hem probiyotik veya plasebo
tiketimi hem de mamari bezin saglikh hali (saghkl, subakut mastit veya akut mastit)
meme sitlinde saptanan bakteriyel sayimlar Gzerinde bir anlamh etkiye sahiptir (her iki
ana fakidr icin de P = 000, iki-yonli ANOVA). llaveten, bu iki faktor arasindaki
etkilesim de hayli anlamhdir (P = ,000, iki-ydnli ANOVAY; bu, saglkh kadinlardan ve
mastiti olan kadinlardan elde edilen meme sitiinde bulunan ortalama bakteriyel

sayimlarin gicli bir sekilde probiyotik tedavisine bagh oldugunu gdstermistir.

Probiyotik almis olan saglhkh kadinlardan (n = 41) elde edilen st &rmeklerinde
kaydedilen bakteriyel sayimlar plasebo alan kontrol grubuna dahil edilen saglkli
kadinlarinkiler (n = 23) ile karsilastinldiginda, bir kug¢iik ancak anlamh farkhlik
gozlemlenmistir (P = ,0005, f-testi). Subakut ve akut mastiti olan kadinlardan elde
edilen stln hakteriyel sayimlarinda her iki grup arasinda goézlemlenen farkhliklar daha
yilksektir: probiyotik subakut (n = 11) ve akut (n = 3) gruplarindaki ortalama bakteriyel
sayimlar, sirasiyla, 6,76 x 10° CFU/mL ve 6,17 x 10° CFU/mL iken, plasebo subakut {n
= 23) ve akut (n = 7) gruplarindaki ortalama bakteriyel sayimlar, sirasiyla, 4,07 x 10*
CFU/mL subakut (n = 11) ve 1,05 x 10° CFU/mL miktarindadir (sirasiyla, P = ,0001 ve
,0064, t-testi) {Tablo 3). Hem probiyotik (P = ,770, t-testi) hem de plasebo (P = ,0939, -

testi) gruplarinda subakut olgulardan elde edilen meme sutd éreklerinin bakteriyel
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sayimlari akut olgulardan elde edilenler ile karsilastinldi§inda herhangi bir anlamli

farkhlik bulunmamistir.

Tablo 3: Kiinik ¢calisma I'nin Sonuciar

testgrubu (n =  plasebo grubu (n = p
55) 53)

herhangi bir mastit clmamasi
o n=41(75%) n=23(43 %)
insidansi
mastit insidansi (toplam) n=14 (25 %) n =30 (57 %) 0010 ™
subakut mastit insidansi n=11(79 %) n=23(77 %) 1.000 [
akut mastit insidansi n=3(21%) n=7(23 %) 1.000 [
TBC Bl (herhangi bir mastit yok) 0.50 0.69 .0005 U
TBC B! (subakut mastit) 6.76 (5.01-9.33) 40.7 (24.0-70.8) 0001
TBC 1 (akut mastit) 6.17 (1.95-19.5) 105 {32.4-339) .0064 U
BPS (subakut + akut mastit) 2.77 (2.16-3.38) 1.40 (0.93-1.87) 0012 ]

[a] 10° cfu/mL iginde ortalama ve %95'lik guven aralid in; [b] x? testi; [¢] Fisher kesin
olasilik testi; [d] t-testi; [e] tek-yonlid ANOVA.

Mastitten muzdarip olan katilimcilarin gogu (44'Unun 43'4), 0 (asin derecede agnl) ila
10 (herhangi bir agn yok) araliindaki bir dlgekte bunlarin meme agnsim 0 ila 4
arasinda skorlamistir. Bildirilen BPS ve sltte bulunan bakteriyel sayimlar arasinda bir
gucli korelasyon vardir (r = -,814, P = ,000, Pearson momentler garpimi korelasyonu).
Mastiti olan katiimeir kadinlar tarafindan bildirilen meme agnsi icin kaydedilen tim
gbzlemleri karsilastiran bir iki-yonli ANOVA testi, L. salivarius PS2 tlketiminin, mastit
tipi aksine, agrninin yogunlugu Gzerinde bir anlamh etkive sahip oldugunu gdstermistir
(Tablo 8). Daha az yodun agn goisteren daha yiksek BPS dederleri, plasebo
grubundakilere (n = 30) kiyasla probiyotik grubundaki kadinlar (n = 13) tarafindan
bildirilmistir. Genel olarak, mastit tipi meme agrisi skorunda anlamli farkhliklara neden
olmamistir (akut mastiti olan 10 kadindaki ortalama BPS = 1,30'a; %95 Cl: ,40 - 2,20,
kiyasla subakut mastiti olan 33 kadindaki ortalama BPS = 1,97; %95 CI: 1,50 - 2,44; P
= ,1663, tek-ydnli ANOVA). Mastiti olan tim kadinlar arasinda, daha yodun meme

agrisindan muzdarip oldugunu (daha dlsilk BPS) bildirenler probiyotik grubuna kiyasla
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daha siklikla plaseboda bulunmustur (P = ,0327, x? testi). Gergekte, memesini asir bir
sekilde agnh (BPS = 0) hissettigini gosteren hig bir kadin kadinlar (n = 9) L. salivarius

P32 almamigtir ve plasebo grubuna dahil edilmistir.

Sonuc: L. salivarius PS2 uygulamasi, mastitin meydana gelmesinde, matemal sutan
toplam bakteriyel sayimlarinda (saglikh kadinlar, subakut ve akut mastitten muzdarip
olan kadinlar igin) ve mastitten muzdarip olan kadinlarin meme agrsi skorlarinda,
mastit gelistirme yilksek riski altinda olan kadinlarin hedef grubu igin bile, anlamh

azalmaya neden olur. Dolayisiyla, buluga gdre sus mastiti dnleyebilir.

Ornek 4: Klinik calisma Illl - mastitin tedavisi

Yontemler: Mastit semptomlan clan bir toplam 23 kadin ¢alismaya katilmistir. Tamuo
asadidaki kriterleri karsilasmistir; meme enflamasyonu, agrli emzirme, > 3 logie koloni
olusturma birimi (CFUYmL olan sit stafilokoksal/streptokoksal sayim, > 4 logqg
hicre/mL olan sit 16kosit sayimi. TUm sijeler, 21 giin boyunca, glnlik olarak ~9,5
logiwo CFU Lactobacillus salivarius PS2 tUketmigtir. Sajelerin hi¢ biri ¢calisma sirasinda
ticari probiyotik gidalar veya takviyeleri agizdan almamigtir. Mamari apseleri, Raynaud

sendromu veya herhangi bir baska mamari patolojisi olan kadinlar dahil edilmemistir.

Mastit semptomlari giinler 0'da ve 21'de Primer Saglik Merkezleri'nin ebeleri tarafindan
degerlendirilmistir. Meme sitd, kan ve idrar érnekleri ¢alismanin baslangicinda ve
sonunda elde edilmigtir. Sat ornekleri (30 mL) 07.00-09.00 arasinda ve son
beslemeden en az 2 saat sonra toplanmistir. ik 2 mL mikrobiyal analizin ve somatik
hicre sayiminin mandel ifadesi icin toplanmis iken sitin geri kalani biyokimyasal ve
immunolojik analizler igin bir meme pompasi kullanilarak elde edilmistir. Kan
drneklerinin ilk 22 mL'lik-fraksiyonu hticresel fraksiyonun yad asidi (FA) bilesimini ve
plazma igindeki oksidatif stres (OS) ile ilgili parametreleri analiz etmek ic¢in bir Na-
heparin tipine toplanmistir. 8 mL'lik bir ikinci fraksiyon standart hematoloji ve
imminolojik analiz i¢in EDTA tlplerine toplanmigtir. Son 4 mL, standart biyokimya
yuksek duyarli C-reaktif proteinin (hs-CRP) kantifikasyonu igin serum elde etmek
amaciyla kullanimistir, ik sabah idran standart idrar analizi (yogunluk, pH, proteinler,
glikoz, keton cisimcikleri, Nitritler, Grobilinojen, kirmizi kan hiicreleri ve |6kositler) igin

toplanmistir.
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Bakteriyel sayim asagida oldugu sekilde siit 6rneklerinde olglilmistir. Ornekler
enfeksiyéz mastite dahil edilen ana ajanlarin selektif izolasyonu ve kantifikasyonu icin
Baird-Parker, Columbia, Mac-Conkey ve Sabouraud dekstroz kloramfenikol agar
plakalarina yayllmistir ve aerobik kosullarda 37°C'de 48 saat boyunca inklibe edilmigtir.
Bakteriyel sayimdan sonra, her bir koloni morfoloji tipinin temsilcileri MALDI-TOF ile
tanimlanmigtl. Taze st drnekleri bir otomatik hiicre sayici kullanmlarak somatik hiicre
sayimi (SCC) igin kullaniimistir. Somatik hiicrelerin alt-kiimelerinin analizi taze siitlin
May-Griinwald-Giemsa diferansiyel boyamasindan sonra optik mikroskopi ile
gerceklestiriimigtir. Analiz ki farkh gbézlemci tarafindan iki kopya halinde
gerceklestiriimigtir ve her bir érnek icin bir minimum 100 hicre sayilmistir. St
orneklerinin yag, protein, laktoz, toplam kati maddeler ve yag-olmayan kati maddeler
(NFS) konsantrasyonlar, insan sdti analizi igin 6nceden Kalibre edilmis ve
dogrulanmis bir MilkoScan Minor aygiti kullanilarak belirlenmistir. Sodyum, potasyum
ve klorlir kensantrasyonlar bir Spotlyte analizoér (zerinde iyon-selektif elektrotlar
kullanilarak yagindan-arindiriimig sit o6rneklerinde belidenmistir. Buzu ¢dzlldikten
sonra, her bir siit 6rneginin 0,5 mL'si 0,5 mL 40 mM NaCl ¢ozeltisi ile spayklanmistir.

Her bir élciim (¢ kere tekrar edilmigtir.

St orneklerinde ve kan hicresi fraksiyonunda bulunan yag asitleri (FA) dogrudan FA
metil esterlere (FAME'ye) tlrevlendirilimistir ve O&nceden tarif edildigi sekilde
[Rodriguez-Alcala et al., Innov. Food Sci. Emerg. Technol. 2009, 10, 32-36] analiz
edilmigtir. Analizler en az iki kopya hélinde gergeklestiriimistir. Sit ve kan 6rneklerinde
sitokinlerin, kemokinlerin, blyume faktdrlerinin ve immuanoglobllinlerin  bir genis
spektrumunun konsantrasyonlari bir Bioplex 200 system aygiti kullanilarak veya
onceden tarif edildigi uzere [Espinosa-Martos et al., J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr.
2013, 56, 560-8] ELISA ile iki kopya halinde belirlenmigtir. Plazma o&rmeklerindeki
Lewis kan antijenleri de analiz edilmistir. Kandaki ozmotik stres ile ilgili metabolitler ve
nitrik oksit metabolizmasi nihai Grlinleri (NOx) 6nceden tarif edildigi Uzere [Codofier-
Franch et al., Atherosclerosis 2011, 215, 475-480 ve Nutr. Metab. Cardiovasc. Dis.
2012, 22, 237-243] iki kopya halinde dlgllmustir

istatistiksel analiz: Sitiin her bir mL'si igin cfu sayisi olarak kaydedilen mikrobiyal

veriler, istatistiksel analizden dnce logaritmik degerlere donlsturulmustar. Shapiro-Wilk
testleri normalite kontrold igin  kullanilimigtir. Konsantrasyonlar normal dagilimh

verilerde ortalamalar ve %95'lik glven araligi (Cl) olarak ve hunlar olmadiginda
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medyanlar ve inter-kuartil aralik (IQR) olarak ifade edilmistir. Probiyotik midahalesinin
etkisi esgli Student t-testleri veya Wilcoxan isaretli-sira-testleri ile analiz edilmigtir.
Analitik parametrelerin saptanma siklklarindaki farkliliklar gerekli oldugunda Yates
dizeltmesi ile ¥X° testleri kullanllarak analiz edilmistir. Farkhliklarin P<,05te anlaml

oldugu disinilmustar.

S0t analizleri: Sit drneklerinin analizleri Tablolar 4'te ve 5'te dzetlenir. Gin 0'da, st
Omeklerindeki ortalama toplam bakterivel sayim 4,08 logis CFU/mL'dir; bu deger
galismanin sonunda anlamli bir sekilde azalmistir (3,09 logis CFU/mL; P<.000) {Tablo
4). Onemli olan, mastite dahil edilen tim mikroorganizmalarin sayimilari
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, viridans streptococci ve
korinebakteriler) gin 21'de anlaml bir sekilde azalmis iken {Tablo 4), gin 0'da
toplanan sOt drneklerinde saptanamayabilen Laktobasiller gin 21'de kadinlann
varisindan fazlasinda izole edilmistir (veriler gdsterilmemistir). Klinik semptomlar
galismanin sonunda tim kadinlar arasinda kaybolmustur veya gbze garpan bir sekilde
ivilesmistir (veriler gosteriimemistir). Global olarak, probiyotik tedavisinden sonra
polimorfonikleer (PMN) lokositlerin ylzdesinde bir anlamli azalmanin (P=,018) ve
epitelyal hicrelerin yizdesinde bir asadiya dogru edilimin gézlemlenmis olmasina
ragmen, SCC degerleri degismemistir (Tablo 4). Yadin, laktozun, toplam kati
maddelerin ve yag-olmayan kati maddelerin meme sitl konsantrasyonlan calisma
periyodu boyunca degismemistir ve protein igeridinin gin 21'de diusUrlilmiis olmasina
ragmen, bu hala normal fizyolojik degerler icindedir (veriler gosterilmemistir). Probiyotik
miidahalesinden sonra siit potasyum diizeyleri azaltiimis (P=,000) ve klorlriinkiler
arttirlmis (P=,002) iken, siit sodyum konsantrasyonlari ayni zamanda Na/K orani
modifiye edilmemigtir (Tablo 4). Meme situ émeklerinde bulunan ana yad asidi oleik
asittir (C18:1 ¢9, ~%40), bunu palmitik (C16, ~%15-17), linoleik (C18:2 ¢9, ¢12, ~%13-
14) ve laurik (C12, ~%10) asitler izlemigtir (veriler gosteriimemistir). Palmitik asitte
gbzlemlenen bir kicik artis disinda (%1,9, P=.018), tedaviden sonra sitin FA

bilesiminde herhangi bir degisim bulunmamistir.

IgA, 1gG1, IgG3, I1gG4 ve IgM sut oOrneklerinde en sik olarak saptanan
immunoglobulinlerdir. IgA, tim o6rneklerde ve en ylksek konsantrasyonlarda
saptanmistir (Tablo 5). Probiyotik tedavisinden sonra, IgE ve IgG3 dizeyleri anlamli bir
sekilde artmistir (sirasiyla, P=,041 ve ,020) (Tablo 5). Sitokinler, kemokinler ve bulyime

faktorleri meme sitl drneklerinde biylk élglide farkh sikhklarda bulunmustur; [L-13,
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TGF-B2, GRO-qa, IL-8, MCP-1, MIP-1B ve EGF 6rneklerin %90'indan fazlasinda, IL-6,
IL-7 ve GM-CSF %57,87'sinde ve bu bilesimlerin geri kazani bunlarin %50'sinden daha
azinda saptanabilir (Tablo 5). Probiyotik alimi, anlamh bir sekilde artan IL-7 ve EGF
disinda (sirasiyla, P=,070 ve ,061), ne saptamanin bunlarin gdézlemlenen sikliklarini ne
de bunlanin konsantrasyonlarini modifiye etmemistir (Tablo 5). ilging bir sekilde, bu
degisimlerin istatistiksel anlamhiia ulasmamis clmasina ragmen, IFN-y, IL-183, IL-6, IL-
10, IL-12{p70) ve TNF-a sitokinlerinin ve IL-8, MCP-1 ve MIP-13 kemokinlerinin
ortalama konsantrasyonu miidahaleden sonra daha dis(iktlir ve bunlarin gliven aralidi
degerleri daha dardir {Tablo 5).

Tablo 4. Slit igindeki bakteri, somatik hiicre ve elektrolit icerikleri

Baslangi¢ (gun Q) Nihai {(gun 21)
ortalama (%95 ortalama (%95 F ™
" Cl &l " ClI )

Bakteri sayimi {log:; CFUIML)

_ . 3.59 (3.33- 2.83 {2.59-
S. epidermidis 23 23 .000
3.85) 3.06)
0.87 (0.33- 0.22 (-0.13-
S. aureus 10 6 .002
1.41) 0.56)
2.99 (2.53- 1.97 {1.61-
Streptococcus sp. 21 20 .000
3.46) 2.33)
, 0.45 (0.08- 0.03 {(-0.23-
Corynebacterium sp. 11 5 001
0.82) 0.28)
Toplam bakteri 4.08 (3.89- 3.09 {2.90-
23 23 000
sayimi 4.28) 3.28)
Somatik hiicre sayimi (log+ hiicrelmL)
Toplam hiicre 7.94 (7.77-
8.04 (7.92-8.16) 689
sayimi 8.11)
Canl hicre 7.30 (7.14-
7.30 (7.17-7.43) .648
sayimi 7.48)
21.32 (18.74- 19.65 (17.17-
Canlilik (%) 600

23.91) 22.12)
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Nihai {glin 21)

ortalama (%95 ortalama (%95 P ™
" Cl o) Cl P}
Bakteri sayimi {logwo CFUIML)
Somatik hiicre alt-tipi (%)
13.84 (9.90-
Monos./Makrof. 9 17.49 (11.98-23.00) .163
17.77)
. 77.36 (72.11-
Lenfositler 77.98 (72.77-83.20) .346
82.61)
PMN l6kositleri 6.11 (4.93-7.28) 2.62 {0.78-4.46) .018
Epitelyal hiicreler 2.63 (0.87-4.29) 1.83 {0.63-3.03) .102
Elektrolit konsantrasyonu (mM)
14.54 (12.34- 14.16 (12.40-
Sodyum (Na) .665
16.75) 15.93)
13.77 (13.14- 12.70 (12.19-
Potasyum (K) .000
14.41) 13.21)
) 21.94 (18.14- 28.40 (23.44-
Klorur .002
25.73) 33.36)
Na/K orani 1.08 (0.90-1.25) 1.13 (0.98-1.28) 447
[a] esli t-testi; [b] %95'lik guven arahdr; [c] Monasitler/Makrofajlar.
Tablo 5. Siit igindeki immiinogloblilinierin ve sitokinlerin konsantrasyonu
Baslangig (giin 0) Nihai (gin 21) a
P a
n ortalama (%95 CI ) n ortalama (%95 CI )
Immiinoglobiilinler (mg/L) ™
IgA (x 10%) 23 3.90 (3.31-4.49) 23 3.77 (3.32-4.20) .543
IgE 11 0.29 (0.12-0.45) 12 0.50 (0.27-0.73) 011
lgG1 21 52.24 (41.42-63.06) 21 50.10 {36.66-63.54) .788
lgG2 9 282.85 (83.89-481.82) 10  285.93 (109.87-461.98)  .441
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Baslangig (glin 0)
n ortalama (%95 CI )y

immiinoglobiilinler (mg/L) ©

n

Nihai (giin 21)

ortalama {%95 CI 1))

lgG3 17 17.54 (11.39-23.68) 17 25.50 (17.61-33.39)
lgG4 17  427.57 (295.82-559.32) 19  4286.80 (323.42-530.18)
IgM 22 14.97 (9.49-20.45) 22 14.30 (9.99-18.61)
Dogustan immiinite (ng/L)
IFN-y 4 56.06 {(-98.47-210.58) 3 14.52 (-1.59-30.63)
IL-1B 23 40.70 (-38.51-119.90) 21 14.10 (-10.77-38.98)
IL-6 16 3.42 (0.82- 6.01) 15 1.64 (0.19- 3.10)
IL-12(p70) 4 2.43 (-2.97-7.84) 5 0.70 (0.07-1.33)
TNF-a 8 14.25 (-11.44-39.93) 13 4.03 (2.18-5.89)
Edinilmis immiinite (ng/L) 1°
IL-2 1 2.24 1 0.20
IL-4 6 0.76 (-0.47-2.00) 4 0.49 (-0.05-1.03)
IL-10 5 239 (-1.246.02) 8 0.90 (0.29-1.51)
IL-13 3 290 (-5.49-11.29) 8 3.72(-0.49-7.93)
L7 5 53.17 (-590.08- 7.01 (-26.79-
696.43) 40.81)
TGF-
Bu(x107) 21 7.86(4.60-11.13) 22 8.23 (4.42-12.04)

Kemokinier (ngiL) !
899.78 (419.07-

GRO-a 21
1380.49)
134.40 (46.94-
IL-8
221.86)
165.41 (45.78-
MCP-1 22

285.05)

21

23

1936.48 (398.10-
3473.98)

56.73 (31.66-81.81)

98.97 (38.39-159.55)

p 2

020
.261
.654

475
499
572
500
.899

210
298
166

646

185

067

.288
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Edinilmis immiinite (ng/L) ©©

MIP-1B 23 54.49(-16.49-125.48) 22 25.61(13.90-37.31) 405
Biiyiime faktérleri (ngiL) ©

EGF (x10% 23 2414 (21.15-27.13) 23  26.86 (23.57-30.15) 061

G-CSF 3 10.14(-8.14-2842) 5  12.85(-1.89-27.60)  1.000
GM-CSF 15 2273(8.55-36.91) 13  26.58 (6.92-46.23) 347
IL-5 3 357(4.351149) 0 -

IL-7 20 1.23(0.79-168) 16  12.61(0.10-25.12) .070

[a] esli ttesti; [b] %95k guven arahgr; [c] Kisaltmalar: EGF = epitelyal blyame
faktorleri; G-CSF = granulosit koloni stimulan faktér; GM-CSF = granllosit-makrofaj

koloni stimulan faktor; GRO-a = blUyume ile ilgili onkojen-a; Ig = immunoglobulin; IL =

interldkin; IFN-y = interferon-y; MCP-1 = monosit kemoatraktan protein; MIP-13
makrofaj enflamatuvar protein-13; TGF-B32 = transforme edici biyiime faktdri-32; TNF-a

= tUmor nekroz faktéri-a.

Kan analizleri: Kan drneklerinin analizleri Tablolar 6'da ve 7'de &zetlenir. Dort Lewis
antijeni A/B fenotipinin lict katihmcilar arasinda saptanmistir ancak bunlarin hi¢ biri
A+/B+ fenotipi gdstermemigtir (veriler gosteriimemistir). Genel olarak, test edilen
hematolojik ve biyokimyasal parametreler igin elde edilen dederler her iki émekleme
zamaninda da fizyolojik araliklar igindedir. Probiyotik tedavisinden sonra lenfosit
oraninda bir anlamli azalma (P=,004) ve PMN hicrelerininkinde bir artis (P=,011)
bildirilmistir (Tablo 6). llging bir sekilde, kan drneklerindeki trigliseritler (P=,012) ayni
zamanda toplam (P =,003), LDL (P=,006) ve VLDL (P=,010) kolesterol dlizeyleri
probiyotik tedavisinden sonra anlamh bir sekilde daha dusiuk olmadidindan (veriler
go6sterilmemigtir), katilmeilarin kan lipid profilinde majér degisimler saptanmigtir. Hafif
bir derecede daha dusik olan adrenik asit (C22:4 n8&) (P=,047) disinda (veriler
gOsterilmemistir), kanin hiicresel fraksiyonunda saptanan FA'larda herhangi bir kayda

deger degisim gbzlemlenmemistir.

Hem mutlak konsantrasyon agisindan hem de protein igeridi igin normalizasyondan
sonra ifade edildifinde, vyalnizca ilerlemis oksidasyon proteini uUrinlerindeki
(AOPP'lerdeki) azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen (sirasiyla,
P=,008 ve P=,003; Tablo 6), oksidatif stres belirteglerinin analizi probiyotik
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midahalesinden sonra bunlarin ¢ogunun bir hafif derecede azalmasini gdstermistir.
Oksidatif stres parametreleri arasindaki korelasyon analizi, probiyotik mudahalesinden
sonra, AOPP'lerin tiyobarbitlrik asit-reaktif malzeme (TBARM, r=,346, P=,004) ve nitrit
dizeyleri (r=,400; P=,001) ile pozitif bir sekilde ve izoprostanlar (r=-,254; P=,035) ile
negatif bir sekilde korele edildigini gdstermistir. SH gruplarn ve TBARM (r=-,427;
P=,000) arasindaki ve izoprostanlar ve nitrit (r=-,318; P=,008) arasindaki negatif

korelasyonlar da hildirilmistir.

Farkh immunolojik bilesiklerinin kan dizeyleri de bunlarin fizyolojik aralklar igindedir
(Tablo 7). Gun 21'de toplanan iki érnekte saptanmamisg olan IgE disinda, tiim Ig'ler tim
IL-4, IFN-y,
%87'sinden fazlasinda saptanmstir; IL-6, IL-12(p70), IL-7 ve G-CSF %52-74'Unde
saptanmistir ve bu bilesiklerin geri kalani bunlarin %50'sinden daha azinda dlgulebilir.
I[gA'nin (P=,047), IgG1'in (P=,066), IL-2'nin (P=,098) ve MCP-1'in {P=,062) azaltilmis

konsantrasyonlari probiyotik tedavisinden sonra kan drneklerinde bildirilmistir (Tablo 7).

kan orneklerinde mevcuttur. TNF-a ve tim kemokinler orneklerin

Tablo 6. Kan hematolojfik ve biyokimyasal parametreler

Baslangic {gin 0)

Nihai (giin 21)

ortalama (%95 CI ! ortalama (%95 CI ) o
Hematolojik parametreler
Lékositler (10° hicre/pl) 6.33 {5.74-6.92) 6.63 (5.93-7.33) 293
Kirmizi hiicreler (108 hiicre/uL)  4.61 (4.45-4.76) 4.62 (4.51-4.72) 883
Hemoglobin (g/dL) 13.00 (12.56-13.44)  13.05 (12.69-13.41) .730
Hematokrit (%) 40.16 (38.94-41.38)  40.10 (39.08-41.13)  .901
MCV (fL) 87.35 (84.77-89.93)  87.03 (84.46-89.60) .548
MCH (pg) 28.29 (27.25-29.33) 28.32 (27.45-29.18) .883
MCHC (g/dL) 32.38 (31.78-32.97) 32.56 (31.93-33.18) .606
RDW (%) 14.43 (13.85-15.01) 14.55 (14.01-15.09) 419
Plateletler (10° hiicre/yL) 2.69 (2.42-2.96) 257 (2.34-2.80) 260
MPV (fL) 8.32 (7.82-8.81) 8.28 (7.79-8.76)  .863
Lenfositler (%) 34.45(31.51-37.38)  31.06 (28.23-33.89) .004
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Baslangig {giin 0) Nihai (giin 21) i
ortalama (%95 CI ®l)  ortalama (%95 CI 1)

Hematolojik parametreler®
Monositler (%) 5.22 (4.64-5.80) 5.04 (4.49-559)  .367
PMN (%) 55.64 (52.20-59.08)  58.85 (55.37-62.32) .011
Eozinofiller (%) 4.1 (2.47-5.76) 4.06 (1.76-6.35)  .923
Bazofiller (%) 0.57 (0.45-0.69) 0.53 (0.42-0.64)  .297
Oksidatif stres ve nitrik oksit metabolizmasi parametreleri !
AOPPler {umol/L) 60.81 (55.85-65.77) 52.52 (47.39-57.66) .003
AOPP'ler (nmol/mg pr.) 0.78 (0.72-0.84) 0.68 (0.61-0.75)  .008
SH gruplari (umol/L) 428.00 (412.00-444.00) 422.00 (405.00-440.00) .430
SH gruplan (nmol/mg pr.) 5.60 (5.19-6.00) 5.48 (5.10-5.85) 499
TBARM (umol/L ) 24.40 (22.80-29.60)  23.80 (22.40-30.80) .697
MDA (umol/L) 2.02 (1.76-2.28) 2.02 (1.69-2.35) 983
8-izo PG Faq (pg/mL) 180.00 {155.00-206.00) 166.00 (142.00-190.00) .175
NOX (pmol/L) 2214 (18.88-28.65)  26.04 (17.58-34.51) 438
Nitrit (umol/L) 2.00 {1.72-2.27) 1.99 (1.70-2.28)  .970
Nitrat (umol/L) ! 19.71 (15.89-27.11)  23.21 (15.40-33.21)  .386

[a] Esli t-testi [b] normal dagihml veriler ve 1 olmadi§inda Wilcoxon isaretli sira testi
icin %95'lik guven aralgi; [c] Kisaltmalar: MCH = ortalama korpuskuler hemoglobin;
MCHC = ortalama korpuskiler hemoglobin konsantrasyonu; MCV = ortalama
korpuskuler hacim; MPV = ortalama platelet hacmi; PMN = polimarfonikleer hlcreler;
RDW = kirmizi kan hicresi dagilim genisligi; AOPP'ler = ilerlemis oksidasyon protein
drinleri; TBARM = tiyobarbitiirik asit-reaktif malzeme; MDA = malondialdehit; NOx =
nitrik oksit metabolizmasi son Urlinleri; PG = prostaglandin; pr. = protein; SH =

sulfhidril; [d] normal dagilim yok.

Tablo 7. Kan igindeki imm{inoglobiilinlerin ve sitokinlerin konsanirasyonliari

Baslangic {giin 0) Nihai (giin 21) p [l
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n ortalama (%95 CI 1) n ortalama (%95 CI Il

immiinoglobiilinler (g/L)

IgA 23 2.51 (1.83-3.19) 23 1.96 (1.72-2.20) 047
IgE (x 10%) 23 0.82 (0.58-1.07) 21 0.88 (0.58-1.18) 486
IgG1 23 10.18 (8.70-11.67) 23 9.15 (8.11-10.19) 066
IgG2 23 5.12 (3.83-6.41) 23 4.63 (3.77-5.48) 259
IgG3 23 1.12 (0.87-1.38) 23 1.03 (0.79-1.27) 191
IgG4 23 0.44 (0.24-0.65) 23 0.41(0.23-0.59) 353
IgM 23 0.90 (0.40-1.39) 23 0.70 (0.46-0.94) 144

Dogustan immiinite (ng/L) l°

IFN-y 21 125.99 (79.50-172.47) 20  127.08(92.18-161.97)  .588
IL-1B 11 6.44 (-5.46-18.34) 10° 6.36 (-5.27-17.99) 411
IL-6 13 7.75 (5.08-10.42) 15 7.65 (4.91-10.38) 292

IL-12{p70) 14 586.52 (-661.38-1834.43) 13 370.19 (-416.88-1157.26) .336

TNF-a 22 21.06 (12.54-29.58) 22 20.09 (13.13-27.06) 799

Edinilmis immiinite (ng/L) ©

L2 7 4.48 (2.26-6.70) 8 2.59 (0.59-4.59)  .098
IL4 20  2.93(1.78-4.08) 20 3.35(2.31-4.39) .19
IL-
0 4 20.10 (-35.19-75.39) 3 23.63 (-67.56-114.81) 685
IL- 317.00 (-3640.47- 287.09 (-3280.43-

2 2 508
13 4274 47) 3854.61)
IL-
- 9  37.73(5.69-69.77) 13 29.40 (4.59-54.21)  .906

Kemokinler (ngiL) ©©)
IL-8 21 9.09 (5.96-12.21) 19  10.35(7.07-13.62) .818

57.36 (45.19-
MCP-1 23 23 5252(39.88-65.16) .062
69.53)
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Edinilmis immiinite (ng/L) ©©

75.24 (65.57-

MIP-1B 23 23 74.12 (64.55-83.69) 691
84.90)

Bliyiime faktorleri (ng/L) 1

G-CSF 17 49.85 (32.25-67.46) 15 45.43 (35.42-55.44) .650

GM-CSF 6  2.86(-32.66-38.37) 5  190.10 (-321.27-701.47)  .344
IL-5 7 6.50 (1.54-11.46) 7 5.90 (-2.53-14.34) 752
IL-7 12 30.73(22.57-38.89) 13 30.95 (22.18-39.73) 424

[a] esli t-testi; [b] %95'lik gliven aralidi; [c] Kisaltmalar: G-CSF = granulosit koloni
stimulan faktor; GM-CSF = granulosit-makrofaj koloni stimUlan faktor; Ig =
immunoglobulin; IL = interlékin; IFN-y = interferon-y; MCP-1 = monosit kemoatraktan

protein; MIP-13 = makrofaj enflamatuvar protein-13; TNF-a = timdr nekroz faktori-a.

idrar analizleri: idrar parametreleri igin elde edilen degerler fizyolojik araliklar igindedir
ve probiyotik tedavisi ile iligkilendirilmis herhangi bir farklilik gézlemlenmemigtir {veriler

gbsterilmemigtir).

Sonuclar: L. salivarius PS2'nin insan sltiinde toplam bakteriyel sayimi iyilestirmede
etkili oldugu bulunmustur ve stafilokoksal ve streptokoksal sayimlarda azalma ve klinik
sonug arasinda bir dogrudan iliski gdézlemlenmistir. Bu calismaya geri ¢agrilan kadinlar
tedaviden sonra bir tam veya gb6ze c¢arpan iyilesme bildirmistir. Bu sonuglar L.

salivarius PS2'nin mastiti tedavi etme kabiliyetinin gostergesidir.

Probiyotik uygulanmasi, ¢calisma boyunca normal aralklar icinde olan, meme sitlntn
makro-besin icerigini etkilememigtir. S0t i¢inde bulunan elektrolitler, siki birlesme
yerlerinin kapanmasi yoluyla parturasyondan sonra kademeli olarak saglanan, mamari
epitelyal bitlnldguna yansitir ve tasima mekanizmalarn tarafindan kontrol edilir [Neville
et al.,, Am. J. Clin. Nutr. 1991, 54, 81-92]. L. salivarius PS2 tedavisinden sonra
azaltlmis potasyum dizeyleri ve arttinlmis 1gG3 duzeyleri mamari bezin epitelyal
batdnligd icin bir yarar éne sirer. 1IgG1 ve IgG3 tasinmasi, sit icinde IgG3 alt-sinifin
kayiran, daha yuksek efektdr kabiliyetlere sahip olan bir reseptdr tarafindan aracilik

edilen bir kompetitif mekanizmadir [Stapleton et al., Nature Commun. 2011, 2, 599] ve
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immin-kusurlu bireylerde enfeksiyon oranini azaltir [Shapiro, Immunotherapy 2012, 4,
1835-9].

IL-8'in ve baska sitokinlerin ve kemokinlerin (6rnedin, IFN-y'min, IL-1f'nin, IL-6'nin, IL-
12'nin (p70'in), TNF-a’'nin, MCP-1'in ve MIP-13'nin) dizeyleri probiyotik tedavisinin bir
sonucu olarak siitte azaltilmistir, bu mastit ile iligkilendirilmis enflamasyon hélinin
iyilestiriimesinden sorumlu olabilir. Farkh parametrelerin %95'lik guven araliklar
probiyotik tedavisinden sonra goze garpan sekilde daraltiimistir, bu verilerin daha az
dagihmi gdosterir ve daha normalize dUzeyler 6ne surer. EGF ve TGF-B: trofik
faktdrlerindeki artis, ayni zamanda bebefe de vyarar sadlayabilen, mamari
epitelyumunda imminomodulasyona katki saglamig olabilir. TGF-$3., bebeklerde lokal
IgA Uretimini tegvik eden ve oral tolerans mekanizmalarini indUkleyen, bir kilit mamari
immuno-regulator faktorddr [Stavnezer, J. Immunol. 1995, 155, 1647-1651; Oddy and
Rosales, Pediatr. Allergy Immunol. 2010, 21, 47-59]. Aksine, gebe kadinlara bir L.
reuteri susu ile oral takviye kolostrumda TGF-B: dUzeylerini azaltmistir [Bottcher et al,,
Pediatr. Allergy Immunol. 2008, 19, 497-504]. Bu gorunir geligkili sonug, farkli
bakteriyel suglar tarafindan uygulanan diferansiyel immuin yanitlarin gostergesidir ve

farkh probiyotik suslarinin neden farkli uygulamalara sahip oldudunu agiklayabilir.

Ornek 5: Sivi bilesim

8,1 g transgalakio-oligosakkarit, 0,9 g fruktopolisakkarit, 750 yL balk yag: ve 108 ila
10'° kolon olusturma birimi (cfu) mevcut bulusun [actobacillus salivarius susunu
iceren, opsiyonel olarak ayrica laktasyon ig¢in tavsiye edilen mikro-besinler (drnegin,
folik asit, B1 vitamini, B2 vitamini, B6 vitamini, B12 vitamini, kolin, C vitamini, kalsiyum,
iyot, ¢inko ve demir) de igeren bir 100 mL'lik sisede paketlenmis bir sivi sit-bazh
bilesimin 100 mL'si, mastiti veya mastit semptomlarini dnlemek ve/veya tedavi etmek
amaciyla glnde bir kere veya iki kere tlketilecektir, burada bilesim, sasenin gubuk
veya gubuk paketinin igeriklerini bir mesrubata veya gidaya eklemek igin talimatlan

icerir.

Ornek 6: Takviye

Cubuk veya cgubuk paketi veya sage, mastiti veya mastit semptomlarini dnlemek

velveya tedavi etmek amaciyla glinde bir kere veya iki kere tiiketilecek olan mesrubat
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veya gida igerisine sagenin gubuk veya cubuk paketi iceriklerini eklemeye ydnelik
talimatlar ile birlikte mevcut bulusun Lactobacillus salivarius susunun 108 ila 10'° koloni
olusturma birimini {cfu) icerir. Uygun bir sekilde, megrubat bir soguk mesrubattir veya

bir sicak mesrubattir.

Ornek 7: Tahil gubugu

Uygun bir sekilde gevrekler, ekstriide edilmis tahillar, vb. formunda tahillar dahil olmak
lizere, tahillar (6rnegin, yulaflar, bugday, misir, piring) ve 108 - 10'° koloni olugturma
birimi (cfu) araliinda mevcut bulusa gdre Lacfobacillus salivarius susunu iceren ve

opsiyonel olarak asagidakileri de igeren bir tahil cubugudur:

e uygun bir sekilde kurutulmusg veya dondurarak kurutulmug meyveler dahil olmak
uzere, meyveler (6rnegin, yaban mersini, kuru Uzim, bogdrtlen, frenk Gzumu,
kiraz, ahududu, gilek, vb.);

e tohumlar ve/veya sert kabuklu yemigler;

e suruplar vefveya sivi yaglar,;

e prebiyotikler (6rnedin, transgalakto-oligosakkarit, fruktopolisakkarit);

e laktasyon igin takviye edilen mikro-besinler (6rnegin, folik asit, B1 vitamini, B2
vitamini, B6 vitamini, B12 vitamini, kolin, C vitamini, kalsiyum, iyot, ¢inko ve

demir).

Tahil ¢ubugu, tahil ¢ubugunun mastit veya mastit semptomlarim dnlemek ve/veya

tedavi etmek amaciyla ginde bir kere veya iki kere tuketilmesi talimatlarini icerebilir.
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