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ÖZET 

 

İnflamatuvar bağırsak hastalıkları Ülseratif kolit ve Crohn hastalığı 

olmak üzere iki ana gruba ayrılan, kronik seyirli, remisyon ve alevlenmelerle 

seyreden hastalık grubudur. Bu hastalığın patogenezinde, bireyin genetik 

yatkınlığı, çevresel faktörler, intestinal mikrobiyota ve immün yanıtların hepsi 

iç içe geçmiş durumdadır. Bu çalışmanın amacı, inflamatuvar bağırsak 

hastalığı olan bireylerde ve sağlıklı kontrollerde bağırsak mikrobiyotasının 

önemli bakteri türleri olan Akkermansia mucinophilia, Bacteroides fragilis, 

Bifidobacterium spp, Eschericha coli, Faecalibacterium prausnitzii, 

Fusobacterium nucleatum, Lactobacillus spp ve Prevotella intermedia 

bakımından kantitatif karşılaştırmasını yapmak ve mikrobiyota değişiminin 

hastalık etiyopatogenezi üzerine etkisini belirlemektir.  

 

Çalışmaya, Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Gastroenteroloji 

kliniğine başvuran 22 hasta ve 22 sağılıklı kontrol olmak üzere toplam 44 

bireyden alınan gaita örneği dahil edilmiştir. Gaitadan DNA izolasyon işlemi 

için, özel gaitadan ekstraksiyon kiti (QIAmp DNA Stool Mini Kit, QIAgen, 

Almanya) kullanıldı. Hedef bölge amplifikasyonu için çalışmada yer alan 

bakterilere spesifik primerler kullanıldı. Ekstraksiyon işlemi sonrası tüm 

bakterilerin gerçek zamanlı PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yöntemi ile 

kantitasyon işlemi CFX96™ Real-Time PCR System cihazında (BIO-RAD, 

ABD) kullanılarak gerçekleştirildi.  

 

Kantitasyon sonucunda hasta grubunda Bifidobacterium spp 

(p=0,046), B. fragilis (p=0,033), A. Mucinophilia (p=0,009) ve F. prausnitzii 

(p˂0,001) bakterileri için istatistiksel olarak anlamlı düşüş gözlendi. F. 

nucleatum (p=0,598), P. intermedia (p=0,551), E. coli (p=0,652) ve 

Lactobacillus spp (p=0,888) bakterileri için istatistiksel olarak anlamlı fark 

görülmedi.  
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Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar, mikrobiyotanın inflamatuvar 

bağırsak hastalığı üzerindeki potansiyel rolünü destekler nitelikte olup, bir 

sonraki çalışmalar için kaynak niteliğindedir. 

 

Anahtar Kelimeler: İnflamatuvar Bağırsak Hastalığı, Mikrobiyota, 

Gerçek Zamanlı PZR 
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ABSTRACT 

 

Inflammatory bowel diseases which are divided in two main groups as 

Ulcerative colitis and Crohn's disease  are in a group of diseases that 

continue with chronic progression, remission and exacerbations. In the 

pathogenesis of this disease, the genetic predisposition of the individual, 

environmental factors, intestinal microbiota and immune responses are all 

intertwined. The aim of this study is to make a quantitative comparison in 

terms of the important bacterial species of intestinal microbiota like 

Akkermansia mucinophilia, Bacteroides fragilis, Bifidobacterium spp, 

Eschericha coli, Faecalibacterium prausnitzii, Fusobacterium nucleatum, 

Lactobacillus spp. and Prevotella intermedia in individuals with inflammatory 

bowel disease and in healthy controls and to determine the effect on the 

disease etiopathogenesis of microbiota exchange. 

 

Fecal specimens from 22 patients and 22 healthy controls totally 44 

individuals applying to the Gastroenterology Department of Medicine Faculty 

in Ondokuz Mayıs University were included in the study. For the stool DNA 

isolation process, a special stool extraction kit (QIAmp DNA Stool Mini Kit, 

QIAgen, Germany) was used. Bacteria-specific primers in the study were 

used for target site amplification. After extraction, quantitation process was 

implemented by real-time PCR (Polymerase Chain Reaction) method of all 

bacteria and using CFX96 ™ Real-Time PCR System device (BIO-RAD, 

USA). 

 

Statistically significant decline was observed in the quantitation result 

of the patient group for the bacteria Bifidobacterium spp. (p = 0.046), B. 

fragilis (p = 0.033), A. mucinophilia (p = 0.009) and F. prausnitzii (p˂0.001). 

There was no statistically significant difference between F. nucleatum (p = 

0.598), P. intermedia (p = 0.551), E. coli (p = 0.652) and Lactobacillus spp. (p 

= 0.888). 
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 The results obtained from this study support the potential role of 

microbiota on inflammatory bowel disease and serve as a source for further 

studies. 

 

Keywords: Inflammatory Bowel Disease, Microbiota, Real-Time PCR  
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1.GİRİŞ VE AMAÇ  

 

Tıbbın babası olarak bilinen Hipokrat, yıllar önce “Tüm hastalıklar 

bağırsakta başlar” sözü ile bağırsak mikrobiyotasının önemini vurgulamıştır. 

Son zamanlarda araştırmacıların çeşitli hastalıkların etiyopatolojisinde 

bağırsak mikrobiyotasının rolüne dikkat çeken araştırmaları, Hipokrat’ın 

hipotezini doğrular niteliktedir. Mikrobiyotaya karşı bakış açısı mikrobiyom 

projesi ile değişerek önem kazanmış ve bağırsak mikrobiyotası hastalık ve 

sağlık ile ilgili bağımsız bir organ olarak düşünülmeye başlanmıştır (1).  

Mikrobiyota; insanlarla birlikte yaşayan özel türlerin hepsini, mikrobiyom ise 

bu mikroorganizların taşıdıkları genleri tanımlamak için kullanılır (2).  İnsan 

mikrobiyotası; bakteriler, virusler, mantarlar ve birçok ökaryotik 

mikroorganizmalardan meydana gelmektedir (3). Gastrointestinal mikrobiyota 

ise, genellikle hem sistemik hem de bağırsak fizyolojisini etkileyebilen, 

bileşimi ve aktivitesi çok çeşitli bakterilerden oluşan, doğum sonrası 

kazanılmış bir organ olarak tarif edilmektedir (4). İnsanda mikrobiyota; 

hastalık ve sağlık durumlarında bağışıklık hücrelerinin olgunlaşmasını ve 

bağışıklık sistem fonksiyonlarının gelişmesini teşvik etmektedir (5). Bağırsak 

mikrobiyotası çeşitli türlerden oluşmaktadır ve bu türlerin %80’den fazlasını 

henüz kültürü yapılamamış bakteriler oluşturur. Mikrobiyota çalışmalarının 

büyük çoğunluğunu metagenomik düzeyde yapılan çalışmalar 

oluşturmaktadır (6). Konak ile bağırsak bakterileri arasındaki mutualist ilişki 

simbiyoz olarak adlandırılırken; bağırsak mikrobiyotasındaki dengesizlik veya 

çeşitlilikteki azalma ise disbiyoz olarak adlandırılır. Kabızlık, obezite, 

inflamatuvar bağırsak hastalığı, depresyon, diyabet, kolon kanseri, koroner 

arter hastalıkları gibi çeşitli patolojilerle ilişkilendirilmektedir (7-13). 

 

            İnflamatuvar bağırsak hastalıkları (İBH), crohn hastalığı (CH) ve 

ülseratif kolit (ÜK) olarak ikiye bölünür ve son yıllarda önemli bir sorun haline 

geldikleri görülmektedir. Bu hastalıkların etiyolojisi henüz bilinmemektedir. 

Ancak genetik yatkınlık, çevresel uyarılar ve bağışıklık yanıtları arasındaki 

karmaşık etkileşimlerin sonucu oluştukları düşünülmektedir (14). Bu üç 
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bileşenin araştırıldığı çalışmalar, hastalığın patogenezi ile ilgili değerli bilgiler 

vermektedir. Patojenitede normal bağırsak mikrobiyotasına anormal bir 

immun yanıtın mı yoksa anormal bağırsak florasına özgül bir immun yanıtın 

mı rolünün olduğu uzun yıllardır incelenmektedir. Yapılan hayvan 

deneylerinde, her iki durumun da birlikte veya ayrı ayrı etkili olabilecekleri 

görülmektedir (15). İBH’nin en çok yüksek bakteri içeren bağırsak 

kısımlarında (kolon, terminal ileum) ortaya çıkmış olması; Chron hastalığının 

bakteri konsantrasyonunu azaltan diyetler, ileostomi, bağırsak lavajı ve geniş 

spektrumlu antibiyotikler ile tedavi edilebilmesi; temizlenmiş bir kolonun 

kommensal bakteriler ile yeniden muamele edilmesi sonucu inflamasyonun 

başlaması; florada bulunan kommensal bakterilerin hastalık gelişim 

sürecinde ne derece önemli olduğunu destekleyen kanıtlardır (16). İBH 

hastalığı olan olgularda mikrobiyal çeşitliliğin azalmasının yanı sıra çeşitli 

takson ve türlerin, hastalığın potansiyel belirleyicileri oldukları 

düşünülmektedir (2, 14). İBH’li hastalarda spesifik bir mikrobiyal işaret veya 

kalıcı bir değişiklik paterni tanımlanmamıştır. Çalışmalarda mukozadaki 

bakteri sayısında ve çeşitliliğinde değişiklik bildirilmişse de kesin bir ilişki 

gösterilememiştir. Ancak, sağlıklı kontrollere kıyasla, inflamasyon olmayan 

dokularda bile bağırsak epitelyum yüzeyine bağlı bakteri sayısında ve 

çeşitliliğinde değişiklik olduğu dikkat çekicidir (17, 18).         

     

 Bağırsak mikroflorasının, insan sağlığı ve çeşitli hastalıkların 

patogenezi üzerindeki etkisinin giderek önem kazandığı görülmektedir. 

İBH’de genetik ve çevresel etkenlerin yanı sıra mikrobiyota ve insan immün 

sisteminin de önemi bilinmektedir. Bu çalışma, İBH‘nin etiyolojisinde diğer 

faktörler yanında mikrobiyotanın önemli bir faktör olabileceği ve bağırsak 

mikrobiyotasındaki spesifik bakteriler ve sayılarındaki değişikliklerin 

hastalığın etiyolojisinde önemli olabileceği varsayımından yola çıkılarak 

planlanmıştır. Çalışmada İBH’li olgularda bağırsak mikroflorasını oluşturan 

bakterilerin ve değişikliklerin saptanması amaçlanmıştır. Elde edeceğimiz 

bulgular, mikrobiyotadaki farklılıkların hastalığa duyarlılık veya direnç 

durumlarından sorumlu olup olmadıklarını; hastalığın şiddeti ile inflamasyon 
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ilişkisini de tartışma olanağı sunacaktır. Bulgularımız, bağırsak 

mikroflorasının birleşiminin, “tek bir patojen varlığı” dışında, İBH etiyoloji ve 

patogenezinde ne derece etkili olabileceği hipotezimizi de destekleyecektir.  

İBH’li hastaların bağırsaklarından izole edilen mikroorganizmaların dağılım 

bilgisi, hastalığın tedavisinde sadece antibiyotik hedefini tanımlamak için 

değil, aynı zamanda bağırsak florasının prebiyotik ve probiyotik stratejileri ile 

tedavi edilmesine yönelik de katkılar sunacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1.İnflamatuvar Bağırsak Hastalığı 

 

2.1.1. Tanımı 

 

İBH gastrointestinal kanalın nedeni tam olarak aydınlatılamamış kronik 

ve tekrarlayan immün aracılı inflamasyon ve genellikle çok sayıda organı 

etkileyen, ekstraintestinal bulgularla karakterize bir tablodur (19). 

 

İBH, ÜK ve CH olmak üzere klinik ve prognostik olarak birbirinden 

farklı iki hastalığı içermektedir. ÜK hastalığı kolonu etkilerken, Chron 

hastalığı ağızdan perianal bölgeye kadar tüm gastrointestinal kanalı 

etkileyebilmektedir. Bu hastalıkların bazı farklı patolojik ve klinik karakterleri 

olmasına rağmen önemli benzerlikleri bulunmuş ve patogonezi tam olarak 

anlaşılamamıştır. ÜK ve CH’nin ayırıcı tanısı hastanın ve ailesinim öyküsü, 

endoskopik, histopatolojik incelemeler, laboratuvar testleri, radyolojik ve diğer 

gastrointestinal hastalıkların dışlanması ile yapılır (20). 

 

2.1.2. Epidemiyoloji 

 

Bir hastalığın sıklığını belirtmek için iki önemli terim kullanılır; 

prevelans ve insidans. Bir hastalığın prevalansı, belirli bir popülasyondaki 

veya belirli bir zaman periyodundaki bir hastalık veya sağlık durumunun 

mevcut vakalarının sayısıdır. İnsidans ise, belirli bir zaman diliminde belirli bir 

popülasyondaki yeni bir hastalık vakası sayısıdır. Dünyada İBH’nin 

prevalansı ve insidansı coğrafik dağılıma göre değişiklik göstermektedir. 

Soğuk iklim bölgelerinde ılıman iklim bölgelerine göre, kentsel alanlardan 

kırsal alanlara göre İBH görülme oranı artmaktadır. Gelişmiş ülkelerde ve 

sanayileşmenin arttığı ülkelerde İBH insidansı yükselmektedir. Son yıllarda 

dünya çapında prevelansı yükselmektedir. Dünyada beş milyon, Avrupa’da 

üç milyon, ABD’de ise bir milyon insan İBH’den muzdariptir (21). Dünya 
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genelinde veriler incelendiğinde CH insidans oranı 0,5-24,4/100.000, ÜK 

insidans oranı 0,1-16/100.000 olarak görülmektedir (22). İngiltere, Kuzey 

Avrupa gibi batılı ülkeler ve Amerika Birleşik Devletleri en yüksek prevalans 

ve insidansa sahip ülkelerdir. Faroe Adaları 81,5/100.000 oranıyla dünyadaki 

en yüksek insidans oranına sahip bölgedir (20). Hem ÜK’in hem de CH'nin 

yıllık en düşük insidansı Güney ve Doğu Avrupa, Asya ve Orta Doğu'da 

görülmektedir ( 1-8 / 100.000) (23). Prevalans ve insidans oranları Asya ve 

Orta Doğu’da düşük görünmesine rağmen Afrika, Asya ve Güney 

Amerika’nın sanayileşmiş bölgelerinde İBH insidansının arttığını gösteren 

çalışma da bulunmaktadır (24).   

 

Türkiye’de yapılan çalışmalarda insidans oranı CH için 1,4/100.000, 

ÜK için 2,6/100.000; prevalans oranı CH için 7,7/100.000, ÜK için 

25,2/100.000 olarak bildirilmiştir (25, 26). Kuzey ve Batı Avrupa ile Türkiye 

insidans verilerinin karşılaştırıldığı bir başka çalışmada ise Türkiye’de 

insidansın diğerlerine göre düşük olduğu görülmektedir (27).  

 

CH'nin başlama yaşı, iki farklı yaş aralığında artış göstermektedir: ilki, 

daha çok görülen, 15-30 yaşları arasında gerçekleşir; ikincisi, daha az 

görülen, 50 ila 70 yaş arasındadır. Tanı çocuklarda ve ergenlerde % 25, 60 

yaş üstü hastalarda % 10-15 oranında konmaktadır (21). ÜK’in ise herhangi 

bir yaşta ortaya çıkmasına rağmen daha çok 30-40 yaş arasında çıkmaktadır. 

Türkiye’deki yaş ortalaması her iki hastalık için de 20-29 ve 40-49 yaşları 

arasında iki farklı dağılım göstermektedir (26). 

 

Kadın ve erkek arasında İBH insidansında küçük farklılıklar 

bildirilmiştir. Yetişkin dönem başlangıçlı CH’de belkide hormonal faktörlerin 

hastalık ekspresyonundaki etkisi nedeniyle hafif bir kadın baskınlığı 

görülmüştür (28, 29). Rochester Epidemiyoloji Projesi'nden elde edilen 

verileri kullanan bir çalışmada; erkek cinsiyeti, kadın cinsiyetine göre daha 

yüksek ÜK görülme oranı ile ilişkili bulunmuştur  (28). 
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Hem ÜK hem de CH, Yahudi olmayan nüfuslara kıyasla Yahudi’lerde 

daha yaygındır (30). Siyah popülasyonlarda İBH insidansı beyazlara göre 

daha düşük bulunmuştur (31). 

 

2.1.3. Etiyoloji ve patogenez 

 

Günümüzde halen İBH’nin kesin etiyolojisi bilinmemektedir. Ancak 

genetik olarak yatkın bireylerde, bazı çevresel faktörlerin etkisi ile oluşan 

disbiyozise verilen düzensiz immün yanıt sonucu kronik intestinal 

inflamasyonun neden olduğu düşünülmektedir. Son çalışmalar gösteriyor ki, 

bireyin genetik yatkınlığı, çevresel faktörler, intestinal mikrobiyota ve immün 

yanıtların hepsi, İBH patogenezine katkıda bulunmaktadır ( Şekil 1 ). 

 

2.1.3.1. Genetik faktörler 

 

Hem hayvan hem de insan denemeleri, genetik faktörlerin İBH gelişimi 

üzerindeki etkilerini kanıtlamıştır (32). Ancak, CH’nin %85'inden fazlasının 

aile hikayesi yoktur (33). İBH’li birinci derece akrabaları olan hastalarda, 

hastalık riski normal kişilere göre 3 ila 20 kat daha yüksektir (34, 35). Her iki 

ebeveyninde İBH olan çocukların 28 yaşındayken İBH gelişim riskinin % 33 

olduğu belirlenmiştir (32). CH’li bir kardeşe sahip olmak, normal insanlara 

kıyasla CH gelişim riskini 30 kat artırmaktadır (36). Yapılan ikiz kardeş 

çalışmalarının yaklaşık üçte ikisinde, bir kardeşte CH var ise diğer kardeşe 

de on yıl içinde tanı konulduğu gösterilmiştir (37). 
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Şekil 1. Mikrobiyota gelişimini etkileyen faktörler 

 

Bir çalışmada, 554 CH hastasının %17'sinde aile öyküsü saptanmıştır. 

Hastaların %86'sında hastalık bölgesi yakınları ile uyumlu, %82'sinde ise 

hastalık klinik tipi yakınları ile uyumlu olduğu bulunmuştur (35). Başka bir 

çalışmada, etkilenen ailelerde hastalık yerleşimi ve türü ile olan uyumluluk 

sırasıyla %56 ve %49 olarak tespit edilmiştir (38). Bu nedenle, hastalığın 

klinik özellikleri ve yerinin kalıtsal olabileceği gösterilmiştir. 

 

Çeşitli araştırmalar, hem CH hem de ÜK ile ilişkili 200'den fazla gen 

lokusu göstermiştir; bu genlerin %70’den fazlası immün aracılı hastalıklar ile 

de ilişkili bulunmuştur. Bu farklı genler tarafından sentezlenen proteinlerin 
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tespiti, bu hastalıkların patogenezi olan spesifik yolların tanımlanmasında 

yardımcı olmuştur (39, 40). 

 

Hücre içi organellerin geri dönüşümüne izin veren ve hücre içi 

mikroorganizmaların uzaklaştırılmasına katkıda bulunan otofaji yolunu 

düzenleyen bazı genler (ATG16L1, NOD2, IRGM ve LRRK), CH ile ilişkilidir. 

CH’ye sahip bazı hastalarda bu yolların kusurlu olduğu düşünülmektedir (41-

44). 

 

Adaptif immünite ile ilişkili interlökin (IL)-17 ve IL-23 reseptör yolunu 

düzenleyen genler (örn; IL23R, IL12B, STAT3, JAK2, TNFSF15 ve TYK2), 

hem ÜK hem de CH'de riskin artması ile ilişkili bulunmuştur (45, 46). 

 

Epitel fonksiyonunu düzenleyen birçok epitel bariyer geni (örneğin 

OCTN2, ECM1, CDH1, HNF4A, LAMB1 ve GNA12) İBH ile ilişkilidir. Daha 

yaygın olarak ÜK ile ilişkilidir (47, 48). Paneth hücre biyolojisini kontrol eden 

genler (örn, Xbp-1; NOD2, ATG16L1) CH'de de tanımlanmıştır (49, 50). 

Anormal Paneth hücrelerinin daha yüksek oranda olan CH hastalarında, 

cerrahi rezeksiyon sonrası diğer hastalarla karşılaştırıldığında daha erken 

hastalık nüksü izlenmiştir (50, 51). 

 

2.1.3.2. İmmünolojik faktörler 

 

Bağırsak mukozası, çok sayıda mikroorganizma içerdiğinden dolayı 

steril olmaması ile diğer mukozalardan farklılık gösterir. Burada bulunan 

kommensal mikroorganizmaların, patolojik mikroorganizmaların yayılımının 

önlenmesinde, yiyeceklerin sindiriminde ve temel besin sağlanmasında 

görevleri vardır (52). Bağırsak immün yanıtı bu kommensal 

mikroorganizmalara ve yiyecek antijenlerine karşı tepki göstermez iken 

patolojik mikroorganizmalara karşı cevap oluşturmaktadır. Bu nedenle 

bağırsak birçok lenfoid organ içermektedir ve bu da bağırsak ile ilişkili lenfoid 

doku (GALT- gut associated lymphoid tissue)  olarak isimlendirilmiştir. GALT 
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lenfoid foliküllerden, Payer plaklarından ve lenf düğümlerinden oluşur. İBH 

hastalarında, GALT lokal bağışıklığı zayıflamıştır (53). 

 

Fiziksel bariyer olarak rol alan silindirik bağırsak epitel hücreleri yüzey 

epiteline, villuslara, goblet hücrelerine, paneth hücrelerine ve nöroendokrin 

hücrelere farklılaşabilirler. Pro-inflamatuvar sitokinler ve serbest oksijen 

türlerinin üretimi ile bakteriyel ajanlara ve metabolitlere cevap veren epitel 

hücreleri, doğal ve edinsel bağışıklığa katkıda bulunmaktadırlar. Bağırsak 

epitel tabakasındaki hücreler, bağırsak patojenlerini subepitelyal lamina 

propriyadan ayırmayı sağlar (54). Aynı zamanda bağırsak epitel bariyerinin 

bütünlüğü, tight junction, desmosom ve adherans junction gibi bağlantılar ile 

de korunur. Mukus tabakası mukozayı korumak için dış epitel yüzeyini kaplar 

ve mikroorganizmaların bağırsağa girme yeteneğini azaltır. Bu mukus 

tabakası genellikle goblet hücrelerinden salınan müsini, paneth hücrelerinden 

salınan defensinleri ve fosfatidilkolini (lesitin) içerir. Mukus tabakası, 

kommensal bakterilerle temas halinde bir dış tabakaya ve intestinal epitel ile 

temas halinde olan steril bir iç tabakaya sahiptir (55). Genetik duyarlılık veya 

çevresel stres ile ilişkili herhangi bir mekanizma nedeniyle mukus tabakasına 

zarar verilmesi, bağırsak mukozasının bağırsak patojenlerine daha fazla 

maruz kalmasına neden olur. Bu, hastalık patogenezinin önemli bir nedeni 

olan artan kronik bağırsak iltihabına neden olmaktadır (56). Bazı hayvan 

çalışmaları, anormal bağırsak epitelyal bariyer ve geçirgenliğin farelerde 

spontan kolit gelişiminin duyarlılığını arttırdığını göstermiştir. Diğer bir 

çalışmada, İBH gelişiminde intestinal geçirgenlik ve kusurlu epitelyal bariyerin 

etken olduğu gösterilmiştir. Bağırsak epitel hücrelerinde birçok 

mikroorganizmaya spesifik olmayan mukozal savunma sağlayan alfa-

defensinler ve beta-defensinler gibi çeşitli antimikrobiyal peptidlerin 

üretimindeki bozulma da, CH hastalarında tespit edilmiştir (57).  

 

Epitel hücreleri arasındaki boşluklarda çoğunlukla CD8+ T 

hücrelerinden oluşan ve γδTCR eksprese eden intraepitelyal lenfositler (İEL) 

bulunurlar. Bakteriyel antijene γδ T hücresi doğal bağışıklığın bir parçası 



10 
 

olarak cevap vermektedir. Bu hücrelerin birçok görevi vardır. Patojen 

mikroorganizmaların bağırsak epiteline girmesini önlemek, immün korumayı 

desteklemek, hasarlı ve enfekte hücreleri uzaklaştırmak, epitel iyileşmeyi 

sağlamak gibi sitolitik ve düzenleyici görevler sayılabilir. İEL hücreleri T hücre 

markırları (örn CD45RO+), integrin-αEβ7, IL-2, interferon gama (IFN-γ) ve 

tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α) gibi sitokinleri de sentezleyebilmektedir 

(58, 59). 

 

T ve B hücrelere bağlı alanlar içeren Peyer plakları, bağırsak 

mukozasında lenfoid dokunun özelleşmiş olduğu bolca bulunan alanlardır. 

Lümenden antijenlerinin alımından ve antijene spesifik immunglobulin A (IgA) 

üretimi yapan B hücre oluşumundan sorumludur (60). Peyer plak 

yüzeylerinde aralarında M hücrelerini içeren epitel hücreleri bulunmaktadır. 

Mukozal bağışıklıkta önemli rol oynayan M hücreleri, lümenden bakterileri ve 

çözünebilen antijenleri içine alarak kontrollü bir şekilde Peyer plaklarının içine 

taşırlar. Peyer plaklarında bulunan T hücrelerinin çoğu CD4+ T hücresidir ve 

T hücrelerinin 2/3’ü αβT-hücre reseptörü (TCR) eksprese eder. B hücreleri 

ise çoğunlukla IgA üretimi yaparlar (61). 

 

Bağırsak lamina propriasında bulunan IgA+ plazma hücreleri, T ve B 

lenfositler, nötrofiller, makrofajlar ve dendritik hücreler epiteli geçen antijenin 

işlenmesinde görev alırlar. Normalde immatür safhada bulunan dentritik 

hücreler, yüksek endositik aktivite ve düşük T hücre aktivasyonu özelliği ile 

de bağırsak boyunca immün cevabın düzenlenmesinde rol almaktadırlar. 

Etkenle maruziyet sonrası olgunluk kazanarak T hücreleri aktifleştirmek 

üzere ikincil lenfoid organlara giderler. CD4+ ve CD8+ T hücrelerine antijen 

sunmak, T hücrelerde apoptozisi uyarmak ve IL-10 üreterek immün toleransı 

uyarmak dentritik hücrelerin başlıca görevleridir. Ayrıca folüküler dendritik 

hücreler, B hücre fonksiyonunun sürdürülmesi ve immünolojik hafıza 

oluşturulmasını sağlamaktadır (62, 63). Plazma hücrelerinin ve B lenfositlerin 

%80’i IgA, %15’i IgM, %3’ü IgG, %2’si ise IgE salgılamaktadırlar. Sekretuvar 

IgA, lümen antijenlerine bağlanarak bunların lümene bağlanmasını önleyip 
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mukus tabakası ile ortamdan uzaklaşmasını sağlayarak antijene özgü anti-

inflamatuvar etki göstermektedir. Bu edinsel immün savunma fonksiyonu 

sonucu bağırsak patojenlerine karşı koruyuculuk işlevini sağlamaktadır. 

İnsanda IgA üretimi hem T hücrelere bağlı, hem de T hücrelerden bağımsız 

olarak gerçekleşebilmektedir (64). B lenfositleri ayrıca mukozal adezyon-

hücre adezyon molekül 1 (MAdCAM-1) ve vasküler hücre adezyon molekülü-

1 (Vascular cell adhesion molecule/VCAM-1) aracılığı ile hücrelerin hedefe 

gidişinde rol alan α4β7 integrin üretiminde rol alırlar. T lenfositleri ise IgA 

üretiminde sorumlu sitokinlerin (IL-2, IL-4 ve IL-5) salgılanmasını sağlarlar 

(59, 65). İBH'li hastalarda miyeloid hücrelerin ürettiği lamina propriada 

yüksek sitokin seviyeleri tespit edilmiştir (66-68). 

 

CD4+ T yardımcı (Th) hücreleri, fonksiyonel olarak çeşitli T hücre alt 

gruplarına ayrılır. Bu alt gruplar Th1 hücreleri, Th2 hücreleri, Th17 hücreleri 

ve düzenleyici T hücreleridir. Hücre içi mikroorganizmaları temizleyen Th1 

hücreleri, ağırlıklı olarak IFN-γ, TNF-α ve IL-2 üretir (69). IL-4 tarafından 

indüklenen ve IL-12 tarafından inhibe edilen Th2 hücreleri genellikle IL-4, IL-5 

ve IL-13'ü üretir, böylece B hücresi farklılaşması sağlar. Th2 hücreleri alerjik 

reaksiyonlarda rol oynar ve toksinlere karşı koruma sağlar (69, 70). Hücre 

dışı patojenleri, otoimmünitede merkezi bir rol oynayan yardımcı T 

hücrelerinden alan hücreleri temizleyen Th17, inflamatuvar süreci ve mukozal 

yüzeylerdeki tepkileri düzenlemede önemlidir (71). Th17 hücrelerinin alt 

grupları ayrıca IFN-γ, TNF- α veya IL-10 da üretebilir. Sitokinler, Th17 

hücrelerinin mukozal yüzeyler üzerindeki davranışını belirler. IL-23 (p19 / p40 

heterodimerinden oluşur) Th17 hücrelerinin stabilizasyonu için önemlidir (72). 

IL-23 reseptöründeki mutasyonlar İBH'ye yatkınlığı artırması ile ilişkilidir (45, 

73, 74). Bu sitokinlerin önemi, hem p19 alt ünitesinin hem de p40 alt 

ünitesinin (hem IL-12 hem de IL-23'te ortak olarak bulunur) hedef alındığı 

tedavinin etkinliği gösterilerek kanıtlanmıştır (75). Çalışmalar, Th17 

tarafından üretilen IL-21 ve IL-2'nin İBH hastalarının inflamatuvar 

mukozasında yüksek olduğunu göstermiştir (76, 77). Anormal T-hücre tepkisi 

ile sitokinlerin ve kemokinlerin aşırı üretimi, kronik bağırsak iltihabının nedeni 
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olabilir. İBH tedavisinde ilaçların temel amacı adaptif bağışıklıktır. 

Kortikosteroidlerin ana mekanizması, TNF-α ve IL-1 gibi pro-inflamatuvar 

sitokinlerin baskılanması, T hücre farklılaşmasının ve tip 1 interferon 

sekresyonunun düzenlenmesidir (78). Artmış mukozal IL-12 seviyeleri 

anormal Th1 immün tepkisine yol açabilir. Bu da CH'de bağırsak iltihabına 

neden olabilmektedir (79, 80). 

 

 Bağırsak lümenindeki mikroorganizmalara aşırı immün cevap, 

bağırsakta iltihaplanma ile sonuçlanabilir. Bu nedenle, bağışıklık sisteminin 

denge halinde olması gerekmektedir. Mukozal immün sistemin disfonksiyonu 

İBH’nin patogenezinde önemli bir rol oynamaktadır. İntestinal mukoza içinde 

çeşitli lenfositlerin antijenine spesifik aktivasyonu, İBH immünopatolojisinin 

önemli bir özelliğidir (81). Yapılan çalışmalar CH’de inflame bağırsak 

mukozasında Th-1 ile ilişkili sitokinler (TNF, IFN-γ, IL-12) ile Th-17 ilişkili 

sitokinlerin (IL-17A, IL-21, IL-23) belirgin bir şekilde arttığını ve bazı inhibitör 

sitokinlerin (TGF-β, IL-10, IL-25, IL-33 ve IL-37) önemli ölçüde azaldığını 

göstermiştir. Ancak ÜK hastalarının inflame bağırsak mukozasındaki sitokin 

profilleri daha farklıdır. ÜK’de Th-2 ye bağlı sitokinlerin (IL-4, IL-13) üretiminin 

arttığı görülmektedir (81, 82). Pro/anti-inflamatuvar sitokinlerin bu 

dengesizliği, bağırsak mukozal inflamasyonuna katkıda bulunur. İBH olan 

olgularda inflamasyon kaskadının regülasyonunda, özellikle baskılanmasında 

defekt olması nedeniyle inflamasyon artarak sürer ve hasar da devam eder 

(82). 

 

2.1.3.3. Çevresel faktörler 

 

Günümüzde İBH ile ilişkili çok sayıda çalışma yapılmış ve 

etiyopatogenez için çoğunlukla aşağıda belirtilen risk faktörleri ile ilişki 

bulunmuştur. 

 

Sigara, CH için risk faktörüdür, ancak ÜK için değildir (83, 84). Bu 

ikiliğin temeli henüz çözülmemiş olsa da, nikotin ve / veya sigara yan ürünleri 
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doğrudan mukozal immün yanıtları, düz kas tonusunu, bağırsak geçirgenliğini 

ve mikro damarları etkileyebileceği düşünülmüştür (85). İki yüz binden fazla 

kadını içeren bir kohort çalışmasında, hem mevcut hem de eski sigara 

içenlerin hiç sigara içmeyenlere kıyasla CH geliştirme olasılığı daha yüksek 

bulunmuştur. Yine aynı çalışmada ülseratif kolit riski, sigara içmeyenlere göre 

mevcut sigara içenler için anlamlı derecede farklı bulunmamıştır (84). Sigara 

içmek aynı zamanda CH’den kaynaklı cerrahi gerektiren komplikasyonlarını 

da (örneğin darlıklar, fistül)  arttırır (83, 85, 86). Mevcut veriler sigaranın ÜK 

için risk faktörü olmadığını ve ÜK gelişme riskini azaltabileceğini 

göstermektedir (83, 87). Sigarayı bırakma ile ilişkili riskteki artış, sigaranın 

koruyucu etkisinin kaybıyla açıklanabilir. Bu daha sonra ÜK semptomlarının 

başlamasına neden olan maskeleyici etki olarak yorumlanabilir. Sigara içmek 

aynı zamanda ÜK’nin seyrini de etkileyebilmektedir. ÜK hastalarda sigara 

bırakma, hastalık aktivitesindeki artış ve hastanede yatış riski ile 

ilişkilendirilmiştir (88). 

 

Fiziksel aktivite, CH riskindeki bir azalmayla ilişkilendirilmiş, ancak ÜK 

ile ilişkisi saptanmamıştır (89, 90). Fiziksel aktivite hakkında veri sağlayan 

194.711 kadını kapsayan iki büyük prospektif kohort çalışmasında, CH riski,  

fiziksel aktivite ile ters orantılı olarak bulunmuştur (89).  

 

Diyet faktörleri, epidemiyolojik çalışmalardan elde edilen veriler 

ışığında İBH geliştirme riskinde rol oynayabileceğini göstermektedir. Özellikle 

meyve ve sebzelerden elde edilen yüksek oranda lif alımı, CH riskinde bir 

azalmayla ilişkilendirilmiş ancak ÜK ile bir bağlantı saptanamamıştır (91-93). 

Hayvansal yağ ve poliansatüre yağ asitlerinin diyette alım artışı, ÜK ve CH 

riskinde bir artış ve ÜK hastalarında nüks artışı ile ilişkilendirilmiştir (92, 94-

96). Yüksek omega-3 yağ asidi alımı ve daha düşük bir omega-6 yağ asidi 

alımı, daha düşük bir CH riski ile ilişkilendirilmiştir (97). Veriler, D vitamini 

alımının, CH riski ile ters ilişkili olduğunu ve D vitamini eksikliğinin İBH 

hastalarında yaygın olduğunu göstermektedir (98, 99). Gıda antijenlerinin, 

İBH gelişmesine neden olan immünolojik bir yanıtı tetiklediği 
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düşünülmektedir; Bununla birlikte, spesifik patojenik antijenler 

tanımlanmamıştır (100). 

 

Uyku yoksunluğu, İBH hastalarında artmış ÜK ve hastalık alevlenmesi 

riski ile ilişkili bulunmuştur (101, 102). Prospektif bir kohort çalışması 151.871 

kadında uyku süresini ve İBH insidansını değerlendirdi. Günde altı saatten az 

veya dokuz saatten fazla saat uyuma süresi bildirilen kadınlar, günde yedi ila 

sekiz saat uyuma süresi bildirilen kadınlara göre daha yüksek ülseratif kolit 

riskine sahipken, uyku süresi CH riskini değiştirmemiş olarak tespit edilmiştir 

(101).  

 

Enfeksiyon hastalıkları, spesifik bir patojen yer almasa da, İBH 

gelişiminde bazı klinik çalışmaların hedefi olmuştur. Bazı gözlemsel 

çalışmalar, akut gastroenterit ile İBH gelişimi arasında bir ilişki olduğunu 

göstermiştir (103-106). Porter ve arkadaşlarının 3000 hasta ve 11000 kontrol 

ile yaptığı çalışmada, kontrollere kıyasla akut gastroenterit atağı geçiren 

hastalarda İBH riski daha yüksek bulunmuştur (103). Birkaç araştırma, birçok 

bulaşıcı ajanın (örn; mikobakteriler, virusler, mantarlar) İBH'nin 

patogenezindeki rolünü değerlendirmiştir; ancak nedensel bir faktör olarak 

spesifik bir patojen tanımlanmamıştır (103-110). 

 

Antibiyotik kullanımı İBH ile ilişkilendirilmiş olmasına rağmen, bunun 

nedensel bir ilişki olup olmadığı açık değildir (111-113). İBH tanısı alan 7208 

hastayı içeren 11 gözlem çalışmasının meta-analizinde antibiyotik maruziyeti, 

CH riskinin artmasıyla ilişkiliyken ÜK ile ilişki gözlemlenmemiştir (112).  

 

Nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaçlar (NSAİİ) İBH gelişme riskini 

artırabilir. Yetmiş binden fazla kadını içeren bir kohort çalışmasında, ayda en 

az 15 gün boyunca NSAİİ kullanımı, ÜK ve CH riskinin ilaç kullanmayanlara 

göre arttırdığı görülmüştür. NSAİİ'lerin İBH ile ilişkisi birkaç mekanizmadan 

kaynaklanıyor olabilir. NSAİİ kullanımı ile ilişkili bağırsak epitel bariyerinin 

siklooksijenaz aracılı bozulması, bağırsak mikrobiyomu ve bağırsak 
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yüzeyindeki immün hücreler arasındaki etkileşimi etkileyebilir. Ek olarak, 

NSAİİ'ler, İBH patogenezinde kilit rol olan trombosit agregasyonunu, 

inflamatuvar mediatörlerin salınımını ve strese mikrovasküler yanıtı değiştirir 

(114-116). 

  

Oral kontraseptifler ve hormon replasman tedavisinin, İBH gelişme 

riskini az da olsa artırabileceği gösterilmiştir (117-119). 75.815 premenopozal 

kadını içeren 14 çalışmanın meta-analizinde, oral kontraseptif kullananlarda, 

kullanmayanlara göre ÜK ve CH görülme riski yüksek bulunmuştur (117). 

Başka bir çalışmada ise, 108.844 postmenopozal kadının, hormon replasman 

tedavisi ÜK riskinde artış ile ilişkiliyken, CH ile risk saptanmamıştır. ÜK riski 

hem mevcut hem de geçmiş kullanıcılar arasında, menopoz sonrası hormon 

tedavisini hiç kullanmayan kadınlara kıyasla artmıştır (118). Oral 

kontraseptiflerin veya hormon replasman tedavisinin İBH riskini arttırdığı 

mekanizma belirsizdir, ancak mikro damar sistemi üzerindeki trombotik 

etkileri veya östrojenin inflamatuvar cevabın arttırılmasındaki etkileri neden 

olarak düşünülebilir (120). 

 

Akne vulgaris tedavisinde kullanılan izotretinoin ile İBH arasında bir 

ilişki olduğu bildirilmiştir (121, 122). İzotretinoin kullanımı ile İBH gelişimi 

arasındaki potansiyel ilişki düşüncesini rahatsız edici kılan, izotretinoin ile 

tedavi edilen akne hastalarının çoğunun, bazı verilerin İBH gelişimi ile ilişkili 

olabileceğini öne süren oral tetrasiklin sınıfı antibiyotiklerle de tedavi edildiği 

gerçeğidir (113, 123).  

 

Apandektomi ile İBH arasındaki ilişki, tanının CH mı yoksa ÜK mi 

olduğuna bağlıdır. CH’de bazı çalışmalar, appendektomiden sonra CH 

riskinin arttığını göstermiştir (124). Aynı zamanda, başka bir meta-analizde 

ortaya çıkan artmış riskin, yeni başlayan CH olan hastalarda yanlış bir 

tanıdan kaynaklanabileceğini öne sürdü (125). ÜK de ise veriler, 

apandektominin, ÜK gelişme riskini azaltabileceğini ve koruyucu etki 

mekanizmasının bilinmediğini göstermektedir (106, 126-128).  
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Psikolojik faktörler ile İBH gelişme riski arasındaki ilişkiyi inceleyen 

çalışmalar tutarsız sonuçlar vermiştir (129, 130). Stresin İBH hastalarında 

semptomların alevlenmesindeki etkisi, muhtemelen enterik sinir sisteminin 

aktivasyonu ve pro-inflamatuvar sitokinlerin üretiminden kaynaklı olabilir 

(131, 132).  

 

Obezitenin İBH gelişimi için artmış risk teşkil edip etmeyeceği belli 

değildir (133, 134). Karın içi yağ birikimi mukozal iltihaplanmalara katkıda 

bulunabilir ve böylece İBH hastalarında klinik seyri etkiler (135). CH olan bir 

çalışmada, obez hastalarda obez olmayan hastalara kıyasla anoperineal 

komplikasyonlar daha erken meydana gelmiştir. Obez hastalarda aktif 

hastalık geliştirmesi ve hastaneye yatışın gerekliliği daha olası olarak 

bulunmuştur (136).  

 

2.1.3.4. Mikrobiyota 

 

İBH ve mikrobiyota ilişkisi bir sonraki başlıkta detaylı olarak 

incelenecektir. 

 

2.1.4. Ülseratif kolit 

 

ÜK, kolonun mukozal tabakası ile sınırlı tekrarlayan inflamasyon 

atakları ile karakterizedir. Genellikle rektumu içerir ve kolonun diğer 

kısımlarını içerecek şekilde proksimal ve sürekli bir şekilde uzanabilir. 

 

Klinik bulgular 

 

ÜK’li hastalarda genellikle kanlı diyare ile birlikte kolit görülmektedir. 

Bağırsak hareketleri rektal inflamasyonun bir sonucu olarak sık ve azdır. 

İlişkili semptomlar arasında kolik karın ağrısı, tenesmus ve idrar kaçırma 

vardır. Esas olarak distal tutulumu olan hastalarda, kan ve mukusun sık 

akması ile birlikte kabızlık da olabilmektedir (137). 
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Semptomların başlangıcı genellikle kademelidir ve birkaç hafta içinde 

ilerler. Semptomlar, kendiliğinden sınırlı rektal kanama atakları ile devam 

edebilir. Semptomların şiddeti, kanlı veya kansız günde dört veya daha az 

dışkı bulunan hafif hastalıktan şiddetli kramplar ve sürekli kanama ile günde 

10'dan fazla dışkı ile seyreden ağır hastalığa kadar değişkenlik gösterebilir 

(137).  

 

Hastalarda ateş, halsizlik ve kilo kaybı gibi sistemik semptomlar 

olabilir. Ayrıca kan kaybı, kronik hastalık anemisi veya otoimmün hemolitik 

anemiden kaynaklanan demir eksikliğine bağlı anemi nedeniyle dispne ve 

çarpıntı olabilir. Sistemik semptomların varlığı ve ciddiyeti, bağırsak 

hastalığının klinik ciddiyetine bağlıdır.  

 

Fizik muayene 

 

Özellikle hafif hastalığı olan hastalarda genellikle normaldir. Orta ila 

şiddetli ÜK’si olan hastalarda ateş, hipotansiyon, taşikardi ve solukluk 

görülebilir. Rektal muayenede kanamaya bağlı kanıtlar bulunabilir. Uzun 

süreli diyare semptomları olan hastalarda kas kaybı, deri altı yağ kaybı, kilo 

kaybı ve yetersiz beslenmeden kaynaklanan periferik ödem belirtileri olabilir 

(137). 

 

Hastalık aktivitesinin şiddeti, hastalık aktivite endeksi kullanılarak 

objektif olarak ölçülebilir. Montreal ÜK şiddeti sınıflandırılması ishalin 

sıklığına, şiddetine ve sistemik semptomlar ile birlikte laboratuvar 

anormalliklerinin varlığına bağlı olarak hafif, orta ve ağır olarak sınıflandıran 

bir endekstir (138). ÜK şiddeti sınıflandırılması; 

 

●Hafif: Bu hastalarda günde dört veya daha az kanlı veya kansız dışkı 

vardır, sistemik toksisite belirtileri yoktur ve normal bir eritrosit sedimantasyon 

hızı (ESH) vardır. Hafif kramplı ağrı, tenesmus ve kabızlık dönemleri de 
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yaygındır; ancak şiddetli karın ağrısı, bol kanama, ateş ve kilo kaybı hafif 

hastalık spektrumunun bir parçası değildir. 

 

●Orta: Bu hastalarda sık sık gevşek, kanlı dışkı (günde dörtten fazla), 

eritrosit transplantasyonu gerektirmeyen hafif anemi ve şiddetli olmayan karın 

ağrısı vardır. Hastalar, düşük dereceli ateş de dâhil olmak üzere minimal 

sistemik toksisite belirtilerine sahiptir. Yeterli beslenme genellikle korunur ve 

klinik hastalık ile ilişkili olmayan kilo kaybı vardır. 

 

●Ağır: Şiddetli bir klinik tabloya sahip hastalarda, tipik olarak şiddetli 

kramplarla beraber sık kanlı dışkılama (günde altı veya daha fazla) ile 

beraber ateş (sıcaklık ≥37.5 ° C), taşikardi (≥90 atım/dk), anemi (hemoglobin 

<10,5 g / dL) ve yüksek ESR (≥30 mm / saat) gibi sistemik toksisite bulguları 

vardır. Hastalarda hızlı kilo kaybı olabilmektedir. 

 

ÜK’li hastaların çoğu, hafif şiddette bir atak sırasında tanı almaktadır. 

İlk tanıda hastaların yaklaşık yüzde 27'sinde orta derecede hastalık varken 

yüzde 1'inde ciddi hastalık tablosu görülmektedir (139, 140). 

 

Mayo skorlama sisteminde ise, hastalığın ciddiyetini değerlendirmek 

ve tedavi sırasında hastaları izlemek için kullanılmaktadır (141). Skorlar 0 ile 

12 arasında değişmekte olup, ilerleyen skorlar daha ağır olduğunu 

göstermektedir. 

 

Ekstraintestinal bulgular 

 

ÜK öncelikle bağırsakla ilgili olsa da, diğer organ sistemleri de 

etkilemektedir. İBH olan hastaların yüzde 10'undan azında ilk başvuruda 

ekstraintestinal bir bulgu görülürken, hastaların yaşamları boyunca 

ekstraintestinal bulgu verme olasılığı yüzde 25 olarak görülmüştür. Primer 

sklerozan kolanjit ve ankilozan spondilit hariç, ekstraintestinal bulgular kolitin 

klinik seyrini takip etmede kullanılabilmektedir (142).  Artrit, İBH'nin en sık 
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görülen bağırsak dışı bulgusudur. İBH'nin en sık görülen oküler belirtileri 

arasında üveit ve episklerit bulunur. Sklerit, iritis ve konjonktivit de İBH ile 

ilişkilendirilmiştir. İBH ile ilişkili en sık görülen cilt lezyonları eritema nodozum 

ve pyoderma gangrenozumdur. Primer sklerozan kolanjit, yağlı karaciğer ve 

otoimmün karaciğer hastalığı, İBH ile ilişkilendirilmiştir. İBH’li hastalar hem 

venöz hem de arteriyel tromboembolizm açısından yüksek risk altındadır. 

Otoimmün hemolitik anemi, İBH ile ilişkilendirilmiştir. Anemili hastalar 

asemptomatik olabilir veya dispne, yorgunluk ve çarpıntı gibi spesifik 

olmayan semptomlara sahip olabilir. İBH’nin pulmoner komplikasyonları, 

nadir olmasına rağmen, solunum yolu inflamasyonu, parankimal akciğer 

hastalığı, serozit, tromboembolik hastalık ve ilaca bağlı akciğer toksisitesini 

içerir. Semptomlar, difüzyon kapasitesindeki asemptomatik düşüşlerden 

öksürük ve mukopurülent balgam üretimi ile bronşektaziyi etkisiz hale 

getirmeye kadar değişir  (143-150). 

 

Laboratuvar bulguları 

 

Şiddetli ÜK hastalarda anemi, yüksek eritrosit sedimantasyon hızı (≥30 

mm / saat), düşük albümin, ishal ve dehidrasyon nedeniyle elektrolit 

anormallikleri olabilir (151, 152). ÜK ile birlikte primer sklerozan kolanjiti olan 

hastalarda serum alkalin fosfataz konsantrasyonu da yükselebilir. Bağırsak 

iltihabı nedeniyle fekal kalprotektin veya laktoferrin yükselebilir (153).  

 

Görüntüleme 

 

ÜK tanısı için abdominal görüntüleme gerekli değildir, ancak kolit 

semptomları olan hastalarda uygulanabilir. Abdominal radyografi genellikle 

hafif-orta şiddette hastalığı olan hastalarda normaldir, ancak ciddi veya 

fulminan ÜK’li hastalarda tanımlayıcı olabilmektedir. Çift kontrastlı baryum 

lavmanı, bilgisayarlı tomografi, manyetik rezonans görüntüleme ve doppler ile 

yapılan ultrason görüntülemede kullanılabilir. 
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ÜK’li hastalarda endoskopik bulgular spesifik değildir. Endoskopide 

elde edilen kolon biyopsileri, iltihaplanmanın kronikliğini belirlemek ve diğer 

kolit nedenlerini dışlamak için gereklidir. Bir ileokolonoskopi, CH’ye işaret 

eden iltihaplanma için terminal ileumun değerlendirilmesine ve kolonik 

hastalığın endoskopik genişliğini ve ciddiyetini belirlemeye izin verir. Bununla 

birlikte, ağır kolitli hastalarda toksik megakolonun perforasyon potansiyeli 

nedeniyle kolonoskopiden kaçınılmalıdır. Bu gibi hastalarda fleksibl 

sigmoidoskopi yapılmalı ve değerlendirme rektum ve distal sigmoid kolonla 

sınırlı olmalıdır (154, 155). 

 

ÜK hastalarda endoskopik bulgular, eritematöz görünümde mukozanın 

büyümesine bağlı olarak vasküler belirti kaybını içerir. Ayrıca, mukozda 

peteşiler, eksüdalar, ödem, erozyonlar, dokunma gevrekliği ve spontan 

kanama mevcut olabilir. ÜK’yi düşündüren biyopsi özellikleri, kript apselerini, 

kript dallanmasını, kısalmasını ve kargaşasını ve kript atrofisini içerir. Müsin 

tükenmesi ve Paneth hücre metaplazisi dahil olmak üzere epitel hücre 

anormallikleri görülebilir. Bu özelliklerin hiçbiri ÜK’ye özgü olmamakla birlikte, 

iki veya daha fazla histolojik özelliğin varlığı ÜK için oldukça spesifiktir (156, 

157).  

 

ÜK tanısı, dört haftadan uzun süredir kronik ishalin varlığına, 

endoskopide aktif iltihaplanma kanıtlarına ve biyopside kronik değişikliklere 

dayanmaktadır. Bu özellikler ÜK için spesifik olmadığından, tanı koymak aynı 

zamanda diğer kolit nedenlerinin ekarte edilmesine, laboratuvar 

çalışmalarına ve endoskopide elde edilen kolonun biyopsilerine bağlıdır 

(158). 

 

2.1.5. Crohn hastalığı 

 

Bir diğer İBH olan CH, transmural inflamasyonla karakterizedir ve ağız 

boşluğundan perianal bölgeye kadar lüminal gastrointestinal sistemin 

herhangi bir bölümünü içerebilir. Hastalık dağılımı şu şekildedir: Hastaların 
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yaklaşık %80'inde, genellikle distal ileumda ince bağırsak tutulumu vardır ve 

hastaların üçte birinde sadece ileitis vardır. Hastaların yaklaşık %50'sinde 

ileokolit vardır ve bu da ileum ve kolonun tutulumunu ifade eder. Hastaların 

yaklaşık %20'si ise kolonla sınırlı hastalığa sahiptir. ÜK’li hastalardaki rektal 

tutulumun aksine, kolitli CH hastalarının yarısında rektum korunmaktadır. 

Hastaların yaklaşık üçte birinde perianal hastalık vardır. Yaklaşık %5 ila 15 

oranında ağız veya gastroduodenal alan tutlumu bulunurken, daha az sayıda 

hasta yemek borusu ve proksimal ince bağırsakta tutulum vardır. 

 

CH başlangıç yaşı, hastalık yeri ve hastalık davranışına göre 

sınıflandırılabilir. Montreal sınıflandırması epidemiyolojik ve popülasyon 

temelli çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır (137).  

 

Klinik özellikler 

 

CH'li hastalarda tanı konmadan yıllar önce semptom olabilir veya akut 

olarak ortaya çıkabilir (138). Kardinal semptomlar arasında karın ağrısı, ishal 

(belirgin kanaması olan veya olmayan), yorgunluk ve kilo kaybı vardır (140). 

Karın kramp ağrıları, hastalık CH’nin yaygın bir belirtisidir. Distal ileum ile 

sınırlı hastalığı olan bir hasta sıklıkla sağ alt kadran ağrısı ile kendini gösterir. 

İnflamatuvar sürecin transmural yapısı fibrotik darlıklara neden olur. Bu 

striktürler sıklıkla tekrarlayan karın ağrısı ve ince bağırsak tıkanıklığı veya 

daha az yaygın olarak kolonik tıkanıklığa neden olur. İshal, sık rastlanan bir 

durumdur. Yorgunluk ve kilo kaybı da diğer klinik bulgulardır (141). 

 

CH'nin transmural bağırsak inflamasyonu, fistüllere ve abse 

oluşumuna yol açabilecek sinüs yolları ile ilişkilidir: Fistüller, transmural 

inflamasyonun serosaya nüfuz edebilen ve fistüllere yol açabilen sinüs 

traktları ile ilişkilidir. Fistüller, iki epitel döşeli organı birbirine bağlayan 

yollardır. Örneğin, bağırsağı mesaneye (enterovezikal), cilde (enterokutan), 

bağırsaklara (enteroenterik) veya vajinaya (enterovajinal) bağlayabilir (24). 
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CH'deki diğer gastrointestinal tutulum bölgelerinin klinik bulguları 

değişkendir ve ileokolonik tutulumdan daha az sıklıkta ortaya çıkar. Ağız 

tutulumunda aftöz ülser veya ağızda ve diş etlerinde ağrı olabilir. Özofagus 

tutulumu, odinofaji veya disfaji ile ortaya çıkabilir. Gastroduodenal tutulum 

hastaların yüzde 15'inde görülür ve üst karın ağrısı, bulantı ve/veya 

postprandiyal kusma ile ortaya çıkabilir (159).  

 

Malabsorpsiyon, ince bağırsak tutulumu olan CH’de ve safra tuzu 

emilim bozukluğu olan hastalarda protein kalorisi yetersiz beslenmesine, 

hipokalsemiye, vitamin eksikliğine (örn. Vitamin B12) ve metabolik kemik 

hastalığına yol açabilecek sulu ishal ve steatore ile birlikte olabilir (159). 

 

Ekstraintestinal belirtiler 

 

CH'nin ekstraintestinal belirtileri genellikle inflamatuvar hastalık 

aktivitesiyle ilişkilidir. Artrit veya artropati, üveit, iritis ve episklerit gibi göz 

tutulumu, eritema nodozum ve pyoderma gangrenozum gibi deri bulguları, 

primer sklerozan kolanjit, piyojenik karaciğer apsesi, ikincil amiloidoz, 

kalsiyum oksalat ve ürik asit gibi renal taşları ve pulmoner tutulum örnek 

olarak verilebilir (160). 

 

Fizik muayene 

 

Fiziksel muayene normal olabilir veya CH'yi düşündüren spesifik 

olmayan belirtiler (örn; kilo kaybı) gösterebilir. Daha spesifik bulgular 

arasında perianal cilt bulguları, sinüs izleri ve karın hassasiyeti veya elle 

hissedilir karın kitlesi (tipik olarak sağ alt kadranda) bulunur (146). 

 

Laboratuvar Bulguları 

 

Rutin laboratuvar testleri normal olabilir veya anemi, yüksek lökosit 

sayımı, yüksek C-reaktif protein, elektrolit anormallikleri, demir eksikliği, B12 
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vitamini eksikliği ve D vitamini eksikliğini ortaya çıkarabilir. Dışkı inflamatuvar 

belirteçleri (fekal kalprotektin veya laktoferrin), bağırsak iltihabı nedeniyle 

yükselebilir (146).  

 

Görüntüleme 

 

Endoskopik özellikler arasında, normal görünen mukozanın alanlarına 

bitişik fokal ülserler ve kaldırım taşı görünümü ile sonuçlanan nodüler 

mukozal değişiklikler yer alır. Atlamalı tutulum bölgeleri ve geniş hastalık 

alanları tarafından kesilen normal bağırsak segmentleri ile tipiktir. 

Psödopolipler de mevcut olabilir. Normal görünen rektal mukoza CH’de sık 

görülür. Kolonoskopi sırasında, histolojik inflamasyon kanıtlarını 

değerlendirmek için görünüşte endoskopik olarak normal olsa bile sağ kolon, 

sol kolon ve rektumdan biyopsiler alınır. Histolojik bulgular fokal 

ülserasyonları, akut ve kronik inflamasyonu içerir. Bu bulgular genellikle 

tanıdan ziyade doğrulayıcıdır. Granülomlar, CH'li hastaların yüzde 30'unda 

görülür ve bu histolojik bulgu destekleyicidir ancak tanı koymak için gerekli 

değildir. Video kapsül endoskopisi veya kablosuz video endoskopi, ince 

bağırsak mukozasını radyasyona maruz kalmaksızın değerlendirme imkanı 

sağlar. Diğer ince bağırsak çalışmalarında görülmeyen lezyonları (örn; ince 

bağırsak ülserleri) tespit edebilir. Görüntüleme yöntemlerinden manyetik 

rezonans, bilgisayarlı tomografi, baryumlu görüntülemeler tanıda alternatif 

olarak kullanılabilir (140). 

 

Prognoz 

 

CH'li birçok hasta için semptomlar kronik ve aralıklıdır, ancak hastalık 

seyri değişebilir. Bazı hastalarda sürekli ve progresif bir aktif hastalık seyri 

olabilirken, hastaların yaklaşık %20'si ilk tanıdan sonra uzun süreli remisyona 

girebilir (161). Kronik bağırsak iltihabı, striktür, fistül veya apse gibi 

komplikasyonlara neden olabilir. Popülasyona dayalı bir kohort çalışması, 

CH’li hastalarda intestinal komplikasyon gelişme riskinin tanıdan 20 yıl sonra 
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%50 olduğunu ve ileal tutulumun komplikasyonların başlaması için daha kısa 

bir zaman aralığı ile ilişkili olduğunu göstermiştir (162). 

 

2.1.6. Tedavi  

 

İBH tedavisindeki hedef; akut hastalığa bağlı semptomları azaltmak, 

mukozal inflamasyonu azaltmak, hastanın iyilik halini düzenlemek, hastaneye 

yatışı engellemek, komplikasyonları ve cerrahiyi azaltmaktır. İnflamasyonun 

bölgesi, tutulumun derecesi, semptomların şiddeti, ekstraintesinal 

komplikasyonlar ve tedaviye cevap tedavi stratejisini belirlemektedir. 

 

2.1.6.1. Medikal tedavi 

 

          Aminosalisilatlar (5-ASA), immunmodilatörler (azatiyoprin, 6-

merkaptopurin, metotreksat), kortikosteroidler, antibiyotikler (metronidazol, 

siprofloksasin) ve biyolojik ajanlar (infliksimab, adalimumab, vedolizumumab 

ve ustekinumab) medikal tedavinin altı önemli bileşenleridir.  

  

          Akut alevlenmelerde ve başlangıç tedavisinde aminosalisilatlar ve 

kortikosteroidler kullanılmaktadır. Aminosalisilatlar, remisyonun sağlanması 

için verilir ve kolonik hastalıkta daha etkilidirler. Bu nedenle ÜK’de CH’ye 

göre daha fazla tercih sebebidir. Hem rektal hem de oral kullanım şekilleri 

bulunmaktadır ve kombine tedavileri tek başına tedaviye göre daha hızlı 

remisyonu sağlamaktadır. İkinci grup ilaç olan kortikosteroidler, aminosalisilat 

tedavisi ile yeterli yanıta ulaşılmayan ya da kullanamayan hastalarda 

düşünülmektedir. Kortikosteroidler, inflamasyonu baskılayarak semptomlarda 

hızlı bir iyileşme sağlar. Orta-şiddetli aktif İBH’de tercih edilirken uzun dönem 

tedavide efektif olmadığı için tercih edilmemelidir. Steroidlerin 12 haftadan 

daha uzun bir kullanımları sonucunda ise katarakt, osteoporoz ve miyopati 

gibi yan etkileri görülebilir (163) .  
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            İBH tedavisindeki önemli olan diğer nokta korumadır. Bunun için 

immünomodülatörler, biyolojik ajanlar ve antibiyotikler kullanılmaktadır. 

İmmünomodülatörler, uzun dönem inflamasyonu kontrol etmek ve hastayı 

remisyonda tutmak için kullanılır. Steroid tedavisi verilemeyen hastalarda ilk 

tedavi seçeneği olarak düşünülür. Bu ilaçların etkisi ortalama 2-3 haftada 

ortaya çıkmaktadır. Oral 6-merkatopurin ve azatiyoprin gibi tiyopurinler; 

haftalık uygulanan metoreksat bu grupta örnek verilebilir. Siklosporin ve 

takrolismus gibi kalsinörin inhibitörleri şiddetli hastalıkta ve steroide yanıtsız 

vakalarda kullanılır. Anti tümör nekroz faktör ilaçları olan infliksimab ve 

adalimumab İBH tedavisinde kullanılır. CH’de yaygın ince bağırsak tutulumu 

olanlarda, ÜK’li hastalarda ise şiddetli kolit hastalarında tercih edilir. 

Antibiyotikler, CH’de komplikasyonların tedavisinde kullanılmaktadır. ÜK’de 

ise poş enfeksiyonu gelişmiş ise tercih edilir (163). 

 

2.1.6.2. Cerrahi tedavi 

 

           Striktür, perforasyon, obstrüksiyon, refrakter kanama, apse varlığı ve 

medikal tedaviye cevap vermeyen vakalarda cerrahi tedavi tercih edilir. ÜK’li 

hastalarda kolektomi ile kür sağlanırken; CH’de kür sağlanmamaktadır (164). 

 

2.1.6.3. Diğer tedaviler 

 

          Antidiyareik ilaçlar, probiyotikler, prebiyotikler ve fekal mikrobiyota 

transplantasyonu diğer tedavi seçenekleridir. Antidiyaretik ilaçlar, darlık gibi 

komplikasyonları olan, tedaviye yanıt vermeyen CH’de semptomatik tedavide 

yararlı bulunmuştur (165). Fizyolojik ve terapötik aktiviteleri olan 

probiyotiklerin, CH olan hastalarda indüksiyon veya remisyonun 

sürdürülmesinde yararlı olduğu görülmüştür. Ancak fayda sağlayıp 

sağlayamayacağı henüz kesin olarak belirlenmemiştir. Fekal mikrobiyota 

transplantasyonu ile yapılan çalışmalar ÜK remisyon indüksiyonunu 

sağladığını göstermiştir (166). 
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2.2. Mikrobiyota 

 

İnsan; memeli hücreleri ve prokaryotik hücrelerin toplamından oluşan 

karmaşık bir yapıya sahiptir. “Mikrobiyota” terimi, insan vücudunda bulunan 

simbiyotik, kommensal ve patojenik mikroorganizmaları temsil eden 

mikrobiyal florayı tanımlar. Mikrobiyom ise, bu mikroorganizmaların 

genomlarını ifade eder (167). Her insan, 10 ile 100 trilyon arası mikrobiyal 

hücre içermektedir ve 70 kg’lık bir insanın yaklaşık 1-2 kg’ı bakterilerden 

oluşmaktadır. Bu bakterilerin yaklaşık %90’ı bağırsaklarda yerleşmiş 

durumdadır. Genom sayısı bakımından da bakterilerin genomu insan genom 

sayısından kat kat fazladır. Bağırsak mikrobiyomunun insan genomundan 

150 kat daha fazla gen içerdiği tahmin edilmektedir. Yüzey alanı olarak 

bakteriler iki tenis kortu büyüklüğündedir. Tüm bu rakamlar göz önüne 

alındığında, aslında mikrobiyota sanal bir organ olup, işlevleri, genetik yapısı, 

metabolizması birçok organdan daha büyüktür (168). ‘İnsan Mikrobiyom 

Projesi’ kültürden bağımsız olan ve metagenomik yöntemlerin gelişiminden 

sonraki en büyük projedir. Projenin tamamlanmasıyla birlikte, hem 

mikrobiyotanın içeriği ve çeşitliliği, hem de fonksiyonel özellikleri ile ilgili 

birçok yeni bilgiler edinilmiştir. Bu proje ile 300 sağlıklı insanın 15 farklı vücut 

bölgesinden alınan örnekler değerlendirilmiş ve 35 trilyon okumadan oluşan 

2,3 terabyte büyüklüğünde bir metagenomik veri bankası elde edilmiştir 

(169). Kişi üzerindeki mikrobiyomlar, zaman içinde çevresel faktörler, diyet, 

probiyotikler,  prebiyotikler, virusler ve özellikle antibiyotikler ve ilaçların etkisi 

ile değişim gösterebilir (170). Yeni geliştirilen DNA sekanslama teknikleri ile 

insan mikrobiyomunun çeşitliliği büyük ölçüde ortaya konulmuş ve standart 

kültür tekniklerinin aksine mikroorganizmaların en az %80'i tespit 

edilebilmiştir (6). Ribozomal RNA’nın alt birimi olan 16S rRNA gen 

ölçümleriyle mikroorganizmalar özgün bir şekilde saptanabilmektedir. 16S 

rRNA alt birimi, çoğu bakteri için ortak olan yüksek oranda korunan bölgelere 

ve her bakteri türüne özgü değişken bölgelere sahiptir. Bu özgünlük 

bakterileri taksonomik olarak sınıflandırmayı sağlar (171). Mantarlarda ise, 

18S rRNA veya 26S rRNA gen bölgeleri ölçülerek sınıflandırma 
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yapılmaktadır (172). Bu gelişmelerle, son on yılda, bağırsak mikrobiyotası 

birçok gastrointestinal ve ekstra-gastrointestinal hastalığın araştırılmasında 

anahtar bir konu haline gelmiştir. 

 

2.2.1. Mikrobiyotanın gelişimi 

 

Gebeliğin ilk gününden bebeğin ilk iki yaş dönemine kadar olan dönem 

ilk 1000 gün olarak tanımlanmaktadır. Bu dönem bebeklikten erişkinliğe 

kadar birçok sistemi etkilemektedir. Tüm yaşamı etkileyen bu ilk 1000 günlük 

sürecin büyük çoğunluğunun anne ile ilgili olduğu gösterilmiştir. Mikrobiyota 

üzerindeki geçici ve kalıcı etkiler annenin gebelik süreci, doğum şekli, 

emzirmesi ve beslenmesi ile ilişkilendirilmiştir (173).  Mikrobiyota gelişim 

sürecindeki değişimler Şekil 2’de özetlenmiştir. 

 

Doğum şeklinin mikrobiyota üzerindeki etkisini gösteren ilk çalışma, 

Dominguez Bello ve ark.’nın 2010 yılında Venezuella’ da 9 gebe kadın ile 

yaptıkları çalışmadır. Bu çalışmada 4 gebe normal vajinal doğum yaparken, 5 

gebe sezaryen doğum yapmıştır. Çalışmada ilk doğumun şekline bağlı olarak 

mikrobiyota profilinin farklı olduğu gösterilmiştir. Ancak çalışmaya katılan 

gebe sayısının kısıtlı olması çalışmanın dezavantaji olarak yorumlanmıştır. 

Normal vajinal yöntemle doğan bebeklerin çoğunun anatomik noktalarında; 

annenin vajinal florasında bulunan Laktobacillus, Atopobium, Sneathia ve 

Prevotella bakterilerinin baskın olduğu görülmüştür. Sezaryen yöntemle 

doğan bebeklerde ise, Laktobacillus’un yoğun olmadığı, Staphlococcus 

türlerinin baskın olarak bulunduğu bildirilmiştir (174). Kanada’da yapılan bir 

başka çalışmada sezaryen ve normal doğum karşılaştırılarak aradaki fark 

ortaya konmuştur. Yine aynı çalışmada doğum sonrası anne sütü 

kullanımının da mikrobiyotayı etkilediği ortaya konmuştur (175). Martin ve 

ark.’nın yaptığı bir başka çalışmada, spontan vajinal yol ile doğan ve anne 

sütü ile beslenen bebeklerde intestinal mikrobiyotadaki Bifidobacteria 

içeriğinin, ilk 20 gün içerisinde baskın hale geldiği, sezaryen ile doğan 

bebeklerde ise bu sürecin 6. aya kadar uzadığı tespit edilmiştir (176). Hill ve 
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ark.’nın 2017 yılında yaptıkları çalışmada doğum şeklinin bebeğin intestinal 

mikrobiyotası üzerindeki etkilerinin yanı sıra gestasyonel yaşın da 

mikrobiyota üzerine etkili olduğu, term ve preterm bebekler arasında 

farklılıklar olduğu görülmüştür. Sezaryen ile doğan bebeklerde, ilk 6 ay 

yalnızca anne sütü ile beslenmenin mikrobiyota üzerine olumlu etkilerinin 

olduğu belirtilmiştir (177). Chu ve ark.’nın 2017 yılında yaptıkları çalışmada, 

tüm bu çalışmaların aksine spontan vajinal yol ile sezaryen arasında 

mikrobiyota çeşitliliği açısından fark olmadığı belirtilmiştir (178). Ancak bu 

araştırma, normal doğum ile sezaryen arasındaki mikrobiyota farkının 

değişmediğini ifade eden bu döneme kadarki tek çalışmadır ve yeni 

çalışmalar ile desteklenmesi gereklidir. Gebelik döneminde annenin 

mikrobiyotasını etkileyen faktörlerden olan “annenin gebelik sırasındaki 

beslenmesi, gebe kalmadan önceki vücut kitle indeksi ve annenin gebelikteki 

stres durumunun” bebeğin mikrobiyotası üzerinde de etkili olduğu 

gösterilmiştir (176, 179, 180). 

 

Bir diğer önemli etken olan anne sütü ile beslenme, erken dönemde 

mikrobiyota üzerinde etkilidir (179). Dünya Sağlık Örgütü yaşamın ilk 6 

ayında tek başına, 2 yaşına kadar ise diğer besinler ile birlikte anne sütü 

verilmesini önermektedir (181). Anne sütünün mikrobiyotası ile ilgili yapılan 

çalışmalarda, anne sütünün kendisine ait bir mikrobiyota içeriği olduğu ve bu 

içeriğin de doğum şekli ve gestasyon haftasına göre farklılıklar gösterdiği 

görülmüştür (182). Anne sütünün mikrobiyota içeriğinin ve dolayısı ile 

bebeğin mikrobiyotasınin önemli diğer özelliği de, anne sütünün prebiyotik 

içeriğidir (183). Anne sütü ile beslenen bebeklerin intestinal mikrobiyota 

içeriğine kısa süre içerisinde Bifidobacterium spp. hakim olmakta,  formül 

mama ile beslenen bebeklerde ise, mikrobiyota içeriği farklılık 

göstermektedir. Yaşamın ilk 6 ayında yalnız anne sütü alan bebeklerde, 

erişkinlerden çok farklı olarak bebeğin ihtiyaçlarına yönelik olduğu ve 

Bifidobacterium’un egemen olduğu (%75) gösterilmiştir (176, 179, 184).  
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Çocukluk döneminde yapılan ilk kültür temelli araştırmalarda, 

gastrointestinal (GİS) mikrobiyomunun, 1-4 yaş arasında olgunlaşarak 

kolonizasyon durumuna ulaştığı düşünülmekteydi (185). Ancak yakın 

zamanlarda yapılan moleküler çalışmalar, çocukların ve yetişkinlerin GİS 

mikrobiyomunda önemli farklılıkları ortaya çıkarmıştır. ABD’de yapılan bir 

araştırma, yetişkin GİS mikrobiyomuna kıyasla, çocuklarda Firmicutes, 

Proteobacteria ve Actinobacteria'da genel bir artma, Bacteroidetes'te bir 

azalma olduğunu ortaya koymuştur. Ayrıca, Ruminococcus spp., Roseburia 

spp., Alistipes spp., Faecalibacterium spp., Bacteroides xylanisolvens ve 

Bacteroides vulgatus bakterilerinin erişkinlere kıyasla, çocuklarda artmış 

olarak görülmüştür (186). Erken çocukluk döneminde intestinal 

mikrobiyotanin içeriğini etkileyen bir diğer önemli faktör, antibiyotik 

kullanımıdır (179). Antibiyotiklerin her yaş döneminde kullanılmasının değişik 

ölçülerde mikrobiyota kompozisyonu üzerine olumsuz etkileri bulunmaktadır 

(187). Özellikle yaşamın ilk 5 yılında, antibiyotik kullanımının ergenlik ve 

erişkin dönemde obezite ve inflamatuvar bağırsak hastalıkları ile ilişkili 

olabileceğine yönelik çalışmalar bulunmaktadır (188, 189). Erken dönemde 

mikrobiyota üzerinde etkili olan olumsuz diğer faktörlerin, endüstriyel 

gıdaların yoğun tüketimi, sigara kullanımı, şehir yaşamı, aşırı hijyenik 

yaklaşımlardır. Son yıllarda ayağı toprağa basan, yeşil alanlarda zaman 

geçiren ve evde evcil hayvan besleyen çocuklarda enfeksiyonların ve allerjik 

hastalıkların sıklığının azalması ile ilgili olumlu sonuçlar bildirilmektedir (190-

194). GİS mikrobiyomu ile ilgili ergenlik döneminde yapılmış çok fazla bir 

çalışma bulunmamaktadır. Ancak hormonal değişikliklerden dolayı önemli bir 

geçiş dönemi olarak düşünülmektedir (195).  
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    Steril gastrointestinal zaman   

 

  

       Sezeryan Doğum: Bifidobacteria, Bacteroides, Staphylococcus,  

                           Propionibacterium spp., Corynebacterium ↑ 

       Vajinal Doğum: Lactobacillus, Prevotella, Sneathia spp.,                                                                 

                                 Clostridium difficile ↑ 

 

 

                    Enterobacteria ↑ 

 

 

 

                                      Bifidobacteria ↑ 

 Bacteroides ↑ 

 

 

 

                                                        Firmicutes ↑ 

                                                        Bacteroidetes ↑ 

 

 

 Firmicutes ↑  

 Bacteroidetes ↓ 

 

 

 Firmicutes ↓ 

 Bacteroidetes ↑ 

Şekil 2. Mikrobiyotanın gelişimi 

Kaynak: Kumar ve ark. (2016) (196). 
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Yaşlılık dönemi mikrobiyotası üzerine yapılan çalışmalarda, GİS 

mikrobiyomunun yetişkinlerden farklı olduğunu gösterilmiştir. GİS 

mikrobiyomunun kompozisyonundaki değişikliklerin sağlıktaki düşüşlerle 

ilişkili olduğu düşünülmektedir (197). Genel olarak, yaşlılarda 

Firmicutes/Bacteroides oranının azaldığı görülmüştür. Bacteroides spp., 

Prevotella spp., Faecalibacterium prausnitzii ve Enterobacteriaceae'da bir 

artış saptanmış ve bu yaşlılıkta yaşam kalitesinin genel olarak düşmesiyle 

ilişkilendirilmiştir. Yaşlılıkta gözlenen bu değişiklikler ilaç kullanımının 

artması, diyet eksikliği ve ayrıca hormonal seviyelerin değişmesi ile 

ilişkilendirilmiştir (186, 196). 

 

2.2.2. Normal gastrointestinal mikrobiyota yapısı 

 

Yapılan çalışmalar mikrobiyotanın parmak izi gibi kişiye özel olduğunu 

göstermektedir. Coğrafya, diyet, yaşam tarzı gibi farklılıklarla birlikte sağlıklı 

bireylerin hem taksonomik hem de fonksiyonel mikrobiyotası çeşitlilik 

göstermektedir. Bağırsak mikrobiyotasının 500-1000 mikrop türünden 

oluştuğu düşünülmekteydi. Ancak son zamanlarda yapılan geniş çaplı 

çalışmalarda, bu düşüncenin aksine insan bağırsak mikroflorasının 35000'in 

üzerinde bakteri türünden oluştuğu tahmin edilmektedir (198). İnsan 

Mikrobiyom Projesi (HMP) ve İnsan Bağırsak Sisteminin Metagenomu 

(MetaHIT) çalışmaları sonucunda insan mikrobiyomunda 10 milyondan fazla 

gen olabileceği düşünülmektedir. Vücudumuzdaki hücre sayısının bakteri 

sayısına oranının 1/10 olduğu bilinmekteyken, son zamanlarda yapılan 

çalışmalarda bu oranın 1/1 olduğu ortaya konmuştur (199). Gastrointestinal 

sistemde özefagustan rektuma kadar mikroorganizmaların hem çeşitliliği hem 

de sayısı artmaktadır. Özefagus ve midede bakteri yoğunluğu 101-103 iken 

kolonda yaklaşık 1012 olduğu tahmin edilmektedir (196). 

 

MetaHIT ve HMP verilerince toplam 12 filuma ait 2172 bakteri türü 

tanımlanmış ve bu bakterilerin %93,5’i Bacteriodes, Firmicutes, 

Actinobacteria ve Proteobacteria filumuna ait olarak bulunmuştur (200).  



32 
 

Bacteriodes ve Firmicutes ailelerinin bağırsak mikrobiyomunun büyük bir 

çoğunluğunu oluşturduğu bilinmektedir. Firmicutes, Bacteroidetes, 

Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria ve Verromicrobia bağırsak 

mikrobiyotasını oluşturan temel 6 bakteriyel filum elemanlarıdır (Tablo 1 ) (6). 

Bu genel profil sabit kalsa da, bağırsak mikrobiyota dağılımı hem zamansal 

hem de mekansal farklılıklar göstermektedir. Örneğin özefagusta bulunan 

bakteri sayısı ve çeşitliliği rektumda değişmektedir (201). Lümenden mukoza 

derinliğine gittikçe de bakteri çeşitliliği değişmektedir. Gaitadan da ölçülebilen 

Streptococcus, Bifidobacterium, Enterococcus, Enterobacteriacae, 

Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus ve Lactobacillus gibi bakteriler 

luminal yüzeyde baskın iken Lactobacillus, Clostridium, Akkermansia ve 

Enterococcus gibi bakteriler daha çok mukoza ve mukus ile ilişkilidir (202). 

 

Tablo 1. İnsan bağırsak mikrobiyotasının temel filum sınıfları ve temsil eden 
bakteri cinsi örnekleri 
 

Filum Cins 

Firmicutes 

 

Faecalibacterium 

Lactobacillus  

Clostridium  

Enterococcus 

Ruminococcus  

Veillonella 

Bacteroidetes 

 

Bacteroides 

Prevotella 

Actinobacteria Bifidobacterium  

Proteobacteria Escherischia 

Fusobacteria Fusobacterium 

Verromicrobia Akkermansia 

 

 

 

Ağız boşluğunda; Streptococcus, Prevotella, Porphyromonas ve 

Fusobacterium suşları yoğun olarak bulunmaktadır. Midede; Helicobacter, 

Streptococcus, Prevotella, Veillonella, Rothia, Lactobacillus, Staphylococcus 

ve Peptostreptococcus yoğun bulunur. Helicobacter, midede bulunan baskın 
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bir cinstir ve mide florasının tüm mikrobiyal düzenini belirler. Streptococcus, 

distal özofagus, duodenum ve jejunumda baskın bir cins olarak 

görünmektedir. Kalın bağırsak, vücutta bulunan tüm mikropların %70' inden 

fazlasını içerir. Kalın bağırsakta yaşayan baskın filum Firmicutes ve 

Bacteroidetes'dir (203). Son zamanda yapılan çalışmalar, bu oranın sağlıklı 

kişilerde değişebildiğini göstermiş ve konunun tartışılmasına neden olmuştur. 

Kolon, Firmicutes ve Bacteroidetes filumlarının yanı sıra, çok az miktarda da 

olsa Vibrio cholera, Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Bacteroides 

fragilis ve Escherichia coli gibi birincil patojenleri (%0,1) de içermektedir  

(204). Şekil 3’de normal gastrointestinal mikrobiyada yapısında bulunan 

bakteri sayıları ve örnekleri görülmektedir.  

  

MetaHIT çalışmaları, bağırsak florasının sınıflandırılmasında başka bir 

yolu önermiştir.  Bu sınıflandırma,  ilaçlar ve diyete farklı cevaplar veren, 

coğrafya ve cinsiyete göre istikrarlı, iyi dengelenmiş konakçı-mikrobiyal 

simbiyotik durumuna göre yapılmıştır. Bu kümelere enterotip adı verilmiştir. 

Genel olarak üç enterotip vardır: Yüksek miktarda Bacteroides olan Enterotip 

1; Prevotella bolluğu olan Enterotip 2; ve bol miktarda Ruminococcus 

bulunan Enterotip 3. Enterotip 1'e ait bakteriler; proteazlar, heksoaminidazlar 

ve galaktosidazlar gibi geniş bir sakkarolitik potansiyele sahiptir. Bu enzimatik 

potansiyel kümesi göz önüne alındığında, bu organizmaların diyet 

karbonhidratlarından ve proteinlerinden enerji elde ettiği anlaşılır. Enterotip 

2’e ait bakteriler; ağırlıklı olarak, bağırsak mukozal katmanını örten müsin 

glikoproteinlerinin bir indirgeyicisi olarak davranır. Enterotip 3’e ait bakteriler; 

şekerlerin hücre zarından taşınmasına ek olarak müsin yıkımı ile de 

ilişkilendirilmiştir. Enterotipler, ayrıca diğer spesifik metabolik fonksiyonlara 

da sahiptirler. Örneğin, biotin, riboflavin, pantotenik asit ve askorbat sentezi 

enterotip 1'de daha fazla görülürken, tiamin ve folat sentezi enterotip 2'de 

daha baskındır. Enterotip kavramı, farklı bireylerdeki farklı organizma 

sınıflarının dağılımını açıklamamaktadır. Bacteroides ve Prevotella’nın 

bağırsakta eşit oranda bulunmaması nedeniyle, bireyler arası dağılımı, bu iki 
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organizmanın ikisinin de baskınlığına dayanan enterogradient kavramı daha 

iyi açıklamaktadır (205). 

 

 

 

Şekil 3. Normal gastrointestinal mikrobiyota yapısı 

Ağız: 1012 Bakteri 

 Streptococcus 

 Prevotella 

 Porphyromonas  

 Fusobacterium 

 

 
Mide: 103-4 Bakteri 

 Lactobacillus 

 Candida 

 Streptococcus 

 Helicobacter pylori 

 Peptostrepsococcus 

 

Jejenum: 105-6 Bakteri 

 Streptococcus 

 Lactobacillus 

Terminal İleum: 108-9 

Bakteri 

 Clostridium 

 Streptoccus 

 Bacteroides 

 Actinomicinae 

 Corynobacteria 

Kolon 1012 Bakteri 

 Bacteroides 

 Clostridium  

 Bifidobacterium 

 Enterobacteriacea 
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2.2.3. Mikrobiyotayı etkileyen faktörler 

  

Mikrobiyota, dinamik ve bireye özgü bir yapıya sahiptir. Çeşitli faktörler 

mikrobiyotayı geçici veya kalıcı olarak değiştirebilmektedir. Mikrobiyom ve 

çevresel faktörler arasındaki dinamik etkileşim, mukozal ve sistemik 

bağışıklığı şekillendirir. Bu değişikliği sağlayan, kişiye bağlı intrinsik faktörler 

ve çevresel değişkenlere bağlı ekstrinsik faktörlerdir. İntrinsik faktörler; 

genetik, gastrik asit, motilite, mukus, GİS sekresyonları, immunite gibi kişinin 

yapısına bağlıdır. Çevresel faktörleri içeren ekstrinsik faktörler; bağırsak 

mikrobiyomunda çok önemli bir rol oynarlar. Aynı tesiste ayrı kafeslerde 

bulunan, aynı genotipli fareler bile farklı mikrobiyota kompozisyonları 

göstermektedirler (206). Normal sağlıklı bir mikrobiyota, çeşitli nedenlerin 

etkisi ile bozularak disbiyozise neden olmaktadır ( Şekil 4 ). 

 

Mikrobiyota ve genetik ilişkisi çeşitli çalışmalar ile gösterilmiştir. Üç 

kuşak boyunca fareler incelenmiş, kuşaklar arası mikrobiyota benzerliğinin 

yüksek olduğu ancak diğer fareler ile farklılıklar gösterdiği bildirilmiştir. Bir 

diğer çalışmada ikizler incelenmiş, tek yumurta ikizlerinde çift yumurta 

ikizlerine göre mikrobiyota benzerliğinin daha yüksek oluğu gösterilmiştir 

(207, 208). 

 

İntestinal pH değişimi ile bakteri topluluklarında belirgin bir değişiklik 

görülmektedir. Yapılan invitro çalışmalarda asidik ortamda, bütirat üreten 

bakterilerden Roseburia spp.’de artma, aside duyarlı Bacteroides’lerin 

üremesinde azalma, Firmicutes ve Actinomicetes’lerin ise daha dirençli 

oldukları görülmüştür (209, 210). 
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Şekil 4. Sağlıklı mikrobiyotaya etki ederek disbiyozise neden olan etmenler 

 

 

Ekstrinsik Faktörler 

 Diyet 

 Yaşanılan coğrafya 

 Antibiyotik kullanımı 

 Pre/Probiyotik 

kullanımı 

 …… 

İntrinsik Faktörler 

 Genetik 

 Gastrik asit  

 Motilite 

 Mukus 

 GİS sekresyonları  

 İmmunite 

 ….. 

SAĞLIKLI MİKROBİYOTA 

    DİSBİYOZİS 
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Diyet, bağırsak mikrobiyotasını en çok etkileyen ve bağırsak 

mikrobiyomunu düzenleyici olan faktörlerin başında gelir. Wu ve ark., diyet 

değişikliğinin mikrobiyotayı hızlı bir şekilde değiştirdiğini ancak bu 

değişikliklerin enterotipler arasında değişiklik yapacak kadar büyük 

olmadığını göstermiştir. Hayvansal yağ içeren ve karbonhidrat ağırlıklı 

besinler tüketenlerde bile,  farklı enterotipler görülmüştür. Farelerde yüksek 

yağlı ve yüksek şekerli diyetle beslenme, bağırsak mikrobiyomunun 

kompozisyonunu ve çeşitliliğini değiştirmiş ve kısa zincirli yağ asidi üretiminin 

değişmesine neden olmuştur (211). De Filippo ve ark., Burkino Faso’da 

yaşayan çocukların diyetlerinin çiftçilerin tarım ve beslenme tarzını yansıttğını 

göstermişlerdir. Çalışmalarında, bu çocukların mikrobiyotasında Bacteroides, 

Xylanibacter ve Prevotella bakterilerinin arttığını; Firmicutes bakterilerinin 

azaldığını; bu durumun İtalyan çocuklardan farklı olduğunu gözlemişlerdir. Bu 

bakteriler kısa zincirli yağ asitlerini sentezlemektedirler. Çalışmalarında bu 

mikrobiyota profilinin, bitkisel polisakkaridleri metabolize edecek şekilde 

değişim geçirdiği ve bunun inflamasyona veya non-enfeksiyöz hastalıklara 

karşı koruyucu olduğu sonucuna ulaşmışlardır (212). Obez kişilerin bir yıl 

boyunca düşük kalorili diyetlerle beslenmeleri durumunda, diyet öncesine 

göre mikrobiyotalarinda Bacteroides grubu bakterilerin arttığı, Firmicutes 

grubu bakterilerin ise azaldığı gözlenmiştir (213). 

 

Antibiyotikler, bağırsak mikrobiyotasını etkileyen bir diğer önemli 

faktördür. Antibiyotiklerin bağırsak mikrobiyotasına kısa dönemli ve uzun 

dönemli etkileri bulunmaktadır. Ancak uzun dönem etkileri ile ilgili yapılmış 

çalışma sayısı yetersizdir. Antibiyotiklerin etkisi, antibiyotiğin türü, kullanım 

süresi ve dozu, farmakokinetiğine göre değişmektedir. Farmakodinamik 

durumu da değiştirmeleri nedeniyle farklı antibiyotikler mikrobiyotada farklı 

etki oluşturabilmektedirler. Örneğin klindamisin, geniş spektrumludur ve safra 

yoluyla atıldığı için dışkıda yüksek konsantrasyonda bulunmaktadır. Bu 

nedenle mikrobiyotanın düzelmesi uzun süre alır. Makrolidler, uzun 

dönemde, Actinobacter (özellikle Bifidobacter) ve Firmicutes (özellikelle 

Lactobaciller) türlerinde azalma yaparken, Bacteroidetes ve Proteobacteria 
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türlerinde artışa neden olmaktadır. Siprofloksasinin,  uzun dönemde gram 

pozitif aerobları ve bakteriyel çeşitliliği azalttığı gözlenmiştir. Ancak 

antibiyotiklerin sürekli olarak disbiyozise yol açtığını söylemek yanlış 

olacaktır. Bazı durumlarda da farklı antibiyotiklerin bağırsak florasını pozitif 

yönde etkileyerek öbiyotik etki gösterdikleri gözlenmektedir. Örneğin 

nitrofurantoin ile yapılan bir çalışmada komplike olmayan idrar yolu 

enfeksiyonlarında kullanıldığında, Actinobacteria’lar da (özellikle 

Bifidobacteria) artışa, başka bir çalışmada Faecalibacterium ailesinde artışa 

neden olduğu gözlemlenmiştir (214). 

 

 Proton pompası inhibitörleri (PPİ), NSAİİ’ler, prokinetik ilaçlar 

mikrobiyotayı etkileyen diğer ekstrinsik faktörler arasında gösterilmektedir. 

Kullanımı her geçen gün artan PPI ile ilgili yapılan bir çalışmada, 16S 

metagenomik fekal mikrobiyota incelemesi sonucu, PPI kullanımının özellikle 

Streptococcus artışı ve Faecalibacterium azalması yaptığı görülmüştür. 

Başka bir çalışmada, PPI kullanan hastalarda Bacteroides türlerinde azalma, 

Firmicutes türlerinde de artma saptanmıştır (215). 

 

Prebiyotikler ve probiyotikler de mikrobiyotayı etkilemektedirler. 

Prebiyotikler, mikrobiyotadaki mevcut yararlı bakterilerin metabolizmasını 

destekleyen ve bu yararlı bakterilerin çoğalmasını uyaran inülin ve 

fruktooligosakkarit gibi maddelerdir. Probiyotikler ise, insan sağlığı için yararlı 

Bifidobacteria ve Lactobacillus gibi canlı bakterilerlerdir. Bunlar, florada 

bakterilerin hem sayıca artışına hem de çeşitliliğine neden olmaktadırlar. 

Prebiyotik ve probiyotiklerin; alerji, inflamatuvar bağırsak hastalığı, irritabl 

bağırsak sendromu ve enterit gibi bazı klinik hastalıklar için koruyucu 

özellikte oldukları bilinmektedir (216). 
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2.2.4. Normal gastrointestinal mikrobiyotanin fonksiyonları 

 

Konak bağırsağı, mikroorganizmalar için uygun bir yaşam ortamı 

sağlar. Mikroorganizmalar ise, konak için önemli olan çok sayıda metabolik, 

immünolojik ve koruyucu olan fonksiyonlara sahiptirler.  

 

2.2.4.1. Metabolik fonksiyonları 

  

Bağırsak mikrobiyotasındaki mikroorganizmaların en önemli besin 

kaynağı, diyetteki karbonhitratlardır. Karbonhidratların kolonik organizmalar 

tarafından fermantasyonu, konakçı için zengin enerji kaynakları olan bütirat, 

propiyonat ve asetat gibi kısa zincirli yağ asitlerinin (Short chain fatty 

acid/SCFA) sentezlenmesiyle sonuçlanır. Yanı sıra bütirat, D-laktat gibi toksik 

metabolik yan ürünlerin de birikmesi önlenir (217). Karbonhidrat 

metabolizmasına katılan baskın organizmalar Bacteroides cinsinin üyeleridir. 

Glikozil transferazlar, glikozit hidrolazlar ve polisakarit liyazlar gibi enzimleri 

eksprese ederek görevlerini gerçekleştirirler. Bu organizmalar arasında en iyi 

örnek, 260'ın üzerinde hidrolaz enzimini kodlayan bir genom ile donatılmış 

olan Bacteroides thetaiotaomicron'dur (218). Ek olarak bağırsak 

mikrobiyotasının, adipositlerde lipoprotein lipaz aktivitesinin inhibisyonunu 

baskılayarak, lipid metabolizması üzerinde olumlu bir etki sağladığı 

gösterilmiştir. Bacteroides thetaiotaomicron'un, ayrıca lipid sindirimi için 

pankreas lipazının gerektirdiği bir kolipazın ekspresyonunu düzenleyerek lipid 

hidrolizinin etkinliğini arttırdığı gösterilmiştir (219). 

 

Bağırsak mikrobiyotası,  mikrobiyal proteinazlar ile protein metabolize 

edici özelliğe de sahiptir. Bakteri hücre duvarında bulunan amino asit 

taşıyıcılarından bazıları, bağırsak lümeninden bakterilere amino asit girişini 

kolaylaştırırlar. Bu şekilde amino asitler küçük sinyal moleküllerine ve 

antimikrobiyal peptitlere (bakteriyosinler) dönüştürülmüş olur. L-histidinin, 

bakteriyel hdcA genleri tarafından kodlanan bakteriyel enzim olan histamin 

dekarboksilaz tarafından histamine dönüştürülmesi bunun bir örneğidir (220). 
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K vitamini ve çeşitli B vitamini bileşenlerinin sentezlenmesi, bağırsak 

mikrobiyotasının önemli olan diğer metabolik fonksiyonlarındandır. 

Bacteroides cinsinin üyelerinin, antidiyabetik, antiaterojenik, hipolipidemik ve 

immünomodülatör özelliklere sahip olduğu bilinen konjuge linoleik asidleri 

sentezlediği gösterilmiştir. Ayrıca, normal bağırsak mikrobiyotasının yüksek 

enerji metabolizmasının göstergesi olan pirüvik asit, sitrik asit, fumarik asit ve 

malik asitin serum konsantrasyonlarını artırarak sağlıklı bir metabolizma 

sağladığı da gösterilmiştir (205). 

 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, insan bağırsak 

mikrobiyotasının, diyette tüketilen çeşitli polifenollerin (fenolik bileşikler) 

parçalanmasında da rol oynadıkları gösterilmiştir. Diyette genellikle inaktif 

olan polifenoller, diğer faktörlerin yanı sıra, GİS mikrobiyotası tarafından 

şeker kısmının çıkarılması ile aktif bileşiklere dönüştürülürler. Polifenolün 

yapısal özgüllüğünü ve mikrobiyotanın bireysel zenginliğini, bağırsakta 

meydana gelen biyotransformasyon seviyesi belirler. Nihai aktif ürünler, 

portal ven tarafından emilirler ve diğer doku ve organlara hareket ederek 

antimikrobiyal ve diğer metabolik etkilerini sağlarlar (221). 

 

Son yıllarda bağırsak mikrobiyomunun ksenobiyotik ve ilaçları 

metabolize etme yetenekleri fark edilmiştir.  Bu nedenle, gelecekte 

hastalıkların tedavisinde rol alabilecekleri düşünülmektedir. Clayton ve ark., 

bağırsak mikrobiyal metabolit ürünü olan p-kresolün, karaciğerin hepatik 

sülfotransferazlarını inhibe etmesi nedeni ile asetaminofen metabolize etme 

kapasitesini azaltabileceğini göstermişlerdir (222). 

 

2.2.4.2. İmmün fonksiyonlar 

  

Bağırsak mikrobiyotası, hem doğal hem de adaptif bağışıklık sistemleri 

ile paralel olarak bağırsak immünomodülasyonuna katkıda bulunur. Bu 

durum hem bağırsağın mukozal immünitesinde hem de sistemik immünitede 

geçerlidir. Bağışıklık sistemini immün sistem organları, hücreleri, sitokinleri ve 
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hücre reseptörleri oluşturmaktadır. Bağırsakta bulunan mukozal immün 

sistem peyer plakları, lamina propriya ve epitel hücreleri olmak üzere üç farklı 

mukozal lenfoid yapıdan oluşmaktadır (223). Epitel hücrelerinin yüzeyindeki 

mukus tabakası, organizmanın ilk savunma hattını oluşturan fizyolojik 

bariyerdir. İnce bağırsak epitelinde kriptaların tabanında yer alan Paneth 

hücreleri, bağırsak lümenindeki bakteri veya patojenlere yanıt olarak 

antimikrobiyal peptidleri (AMP) salgılayarak bağırsakta doğuştan gelen 

konakçı savunmasına katkıda bulunur (224). Mukus tabakası ve AMP'ler, 

simbiyotik bakteri istilasını engelleyen mukozal bariyeri oluştururlar. Öncü 

çalışmalar, konakçı mukozal savunmasında AMP'lerin bağırsak lümenindeki 

mikrobiyotayı doğrudan etkilediklerini göstermiştir (206). Epitel hücreleri, 

bağırsak mukozal bağışıklık sisteminin ikinci fiziksel bariyeridir ve doğrudan 

bağırsakların immün sürveyansına katılırlar. Epitel hücreleri sadece 

mikroorganizmaların doğrudan savunmasında rol oynamazlar; ayrıca 

sitokinler ve kemokinler üreterek mukozal immün sisteme sinyaller 

gönderirler (225). Uyaranlara cevap olarak, epitel hücrelerinde bulunan 

lenfoid hücreler, inflamasyonda savunucu veya patojenik bir rol oynayan 

sitokinleri üretmek üzere aktive edilirler; bu cevap, memelilerde bağırsak 

homeostazının kontrolü ile yakından ilgilidir. IL-22, lenfoid hücreler tarafından 

üretilir ve bağırsakta enfeksiyon sırasında homeostazı ve iyileşmeyi destekler   

(206). İEL, iltihaplanma sırasında savunma ve patogenezde önemli bir rol 

oynarlar. İEL'ler aktive edildiklerinde, epitel hücrelerini yaralanmaya karşı 

korumak üzere IFN-γ ve keratinosit büyüme faktörü gibi sitokinleri eksprese 

ederler (206). Dendritik hücreler (DH), bağışıklık sisteminin eksojen 

patojenleri etkili bir şekilde tanıma ve yok etmesinden sorumludurlar. DH'ler 

antijenleri bariyerden mukoza ilişkili lenfoid dokuya sürekli geçirme veya lenf 

nodlarını boşaltma yeteneğine sahiptirler (226). Sabit durumda, DH'ler, CD4+ 

T hücrelerinin düzenleyici T hücrelerine (Treg) doğru farklılaşmasını teşvik 

ederek bağırsak immün toleransını düzenlerler (227). Pro-inflamatuvar Th 

hücreleri, konakçı savunma reaksiyonu sırasında, patojenleri elimine ederek 

ve ardından doku tahribatına yol açan doku iltihabını indükleyerek, 

otoimmünitede önemli bir rol oynarlar (206).  
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B ve T hücrelerinden oluşan lamina propria, bağırsak epitel 

hücrelerinin alt tabakasında bulunur. T hücreleri lümen ortamındaki sinyale 

hızlı bir şekilde yanıt vererek inflamatuvar veya anti-inflamatuvar yanıtları 

başlatırlar (228). Lamina propria, CD4+ T hücreleri, intestinal inflamasyonu 

düzenlemede rol oynayan IL-17 ve IL-22'yi salgılar. Bağırsak epitel hücreleri, 

CXC ve CC kemokinler gibi kemokinlerin ekspresyonunu indükleyebilen IL-

17'yi üretir. IgA üreten B hücrelerinin olgunlaşma yeri olan Peyer plakları, B 

hücrelerinin ve plazma hücrelerinin oluşmasına katkıda bulunurlar. Peyer'in 

yamalarındaki aktive edilmiş B hücreleri, bağırsakta sürekli olarak T 

hücresine bağımlı ve T hücresinden bağımsız tepkiler için, IgA üreten plazma 

hücrelerini üretirler. IgA’nın salgılanması bağırsak bariyerinin korunmasında 

büyük katkı sağlamaktadır. (206). Aktivasyondan sonra, T hücreleri ve B 

hücreleri, spesifik immün yanıtın bir parçası olarak işlev gören lamina 

propria'ya geri döner (225). 

 

Bağırsak mukozası, bağışıklık sisteminin en büyük bileşenini oluşturur 

ve bağırsak mikrobiyomu ile yakından ilişkilidir. Bağırsak mukozası bağışıklık 

sisteminin dengesi, konak homeostazı ve savunmasında kilit bir rol oynar. 

Germfree (GF, patojensiz) fareler ile yapılan çalışmalar, bağırsak 

mikrobiyomunun, mukozal bağışıklığın oluşmasında hayati bir rol oynadığını 

göstermiştir. Spesifik GF hayvanlarla karşılaştırıldığında, GF hayvanların 

daha az İEL ürettiği ve lamina propriada IgA salgılayan plazma hücrelerinin 

sayısının önemli ölçüde düşük olduğu görülür. Anjiyojenin-4, Paneth 

hücrelerinde bulunan bir mikrobisidal protein sınıfıdır ve mikroplara karşı 

bağırsak lümeninden salgılanabilir. Gerçek zamanlı kantitatif PZR ile 

Anjiyojenin-4’ün mRNA ekspresyon seviyesinin, geleneksel farelere kıyasla 

GF farelerde belirgin şekilde azaldığı gösterilmiştir. Bu sonuç, mukozal 

bağışıklık için bağırsak mikrobiyotasının gerekli olduğunu göstermektedir. GF 

farelerdeki Peyer plakları, geleneksel farelere göre daha küçük bir germinal 

merkez içerir. Bu hayvanlara tedavi amaçlı Bacteroides fragilis verilmesi 

sonucu,  CD4+ T hücrelerinin proliferasyonu sağlanmış ve olumsuz tablo 

düzelmiştir (229). 
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Son zamanlarda yapılan bir çalışmada, prebiyotiklerle tedaviden sonra 

dışkıdaki IgA'nın önemli ölçüde arttığı, mezenterik lenf nodlarındaki ve Peyer 

plaklarındaki pro-inflamatuvar faktör ekspresyonunun önemli ölçüde azaldığı 

gösterilmiştir. Bir tür simbiyotik bakteri türü olan Bacteroides fragilis, IL-17 

üretimini inhibe ederek ve bağırsak Treg’lerinin aktivitesini artırarak, anti-

inflamatuvar etki yapan polisakkarit A'yı üretir. Kalın bağırsakta Clostridium 

kolonizasyonu TGF-β seviyesini arttırır ve IL-10 ekspresyonunu teşvik eder. 

Ancak, Clostridium kolonizasyonu İBH'de düşmüştür. Bu sonuçlar bağırsak 

mikrobiyomunun bağırsak mukozal immün dengesini etkilediğini 

göstermektedir (206). 

 

Bağırsak mukozası, mikrobiyom konakçı etkileşimleri için ana bölgedir. 

Bağırsakta mikropların tanınması, Toll‐like receptors (TLRs) ve 

nucleotide‐binding oligomerization domain molecules (NODs) olmak üzere iki 

önemli reseptör aracılığı ile gerçekleşmektedir (230). Bu reseptörler geniş 

ölçüde bağırsak epitel hücrelerinde, makrofajlarda ve dendritik hücrelerde 

bulunmaktadır. Bu reseptörler, patojen ve kommensal bakteriler üzerinde 

bulunan ‘microbe‐associated molecular patterns (MAMPs)’ olarak 

adlandırılan moleküler kalıpları tanır. Bir mikroorganizma tanınıp 

özümsendikten veya epitel tabakasını istila ettikten sonra uygun bir 

immünolojik tepki başlatılır. Reseptör ve MAMPs aşamasından sonra duruma 

göre hem patolojik hem de koruyucu etkiler görülebilir. Koruyucu etkiler; pro-

inflamatuar sitokinlerin (IL ‐ 8, IL ‐ 12, IL ‐ 23) down regülasyonu ve Treg 

hücreleri tarafından üretilen IL-10 gibi anti-inflamatuvar sitokinlerin up 

regülasyonu ile oluşur  (231). Kommensal bakteriler,  dendritik hücreler 

tarafından Treg hücresine dönüşecek olan naif T hücrelerine sunulur. Treg’ler 

de anti-inflamatuvar sitokinleri salgılayarak sistemik ve lokal tolerans 

durumunun ortaya çıkmasını sağlar. Kommensal mikroorganizmalar aynı 

zamanda B ve T hücrelerinin aktivasyonunu için gerekli olan antijenlerin 

lenfoid dokuya taşınmasında görevli fagosit hücrelerinin migrasyonunu 

baskılamaktadır (232). Bunun yanı sıra bu bakteriler goblet hücrelerinin 

farklılaşmasını ve mukus üretimini de artırırlar. Patojenik bakteriler ise, 
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dendritik hücrelerin, naif T hücrelerinin Th1 ve Th17 hücrelerine 

farklılaşmasını sağlayacak pro-inflamatuvar sitokinlerin salınmasına neden 

olur. Ek olarak, epitel hücrelerinin bazolateral tarafında normal olarak 

bulunan TLR-4 ve -5, pro-eflamatuar süreci desteklemek üzere eksprese 

edilir. Farklı gram negatif bakteriler farklı lipopolisakkarit modifikasyonuna 

sahip olduğu için TLR’yi uyarma potansiyelleri de farklıdır. Böylece farklı 

bakterilere farklı immünolojik yanıt verilir (231). 

 

Mikrobiyal metabolitler, metabolik etkilerinin yanı sıra immün cevabı da 

etkilemektedirler. Nişasta, inülin gibi kompleks karbonhitratların 

fermantasyonu sonucu oluşan metabolizma ürünleri asetat, propiyonat ve 

bütiratı da içine alan SCFA’lardır. SCFA'lar kolonositler için vazgeçilmez bir 

enerji kaynağıdır. Aynı zamanda sıkı bağlantıları güçlendirerek epitel 

bariyerini korur, bağırsak hareketliliğini düzenlemeye yardımcı olur ve anti-

inflamatuvar bileşiklerin üretimini uyarır. SCFA, nötrofilde bulunan bir G 

reseptörüne bağlanarak nötrofil migrasyonunu azaltır. Böylece inflamasyonu 

baskılamaktadır. Yapılan hayvan deneylerinde de koliti baskıladığı 

görülmüştür (233). Azalmış SCFA üretimi, toksik mikrobiyal metabolitlerin 

çoğalması, mukozal bariyer fonksiyonunda bozukluk ve mikrop kaynaklı 

konakçı immün düzensizliği, uzun süreli kalıcı bir pro-inflamatuvar sürecin 

yerleşmesine neden olur. Yapılan bir çalışmada akut diyareye sahip 

köpeklerde fekal Faecalibacterium miktarındaki azalmayla birlikte fekal 

propiyonattaki azalmalar da tanımlanmıştır. Safra asitleri gibi diğer 

metabolitlerin de immünomodülatör etkileri vardır. Primer safra asitleri, 

bağırsak mikropları tarafından metabolize edilerek sekonder safra asitlerine 

dönüşür. Sekonder safra asitleri, konakçının primer safra asitlerinden daha 

fazla ölçüde çeşitli konakçı reseptörlerini bağlar ve aktive eder (231).  

 

Bağırsak mikrobiyotasının geliştirdiği bir diğer mekanizma, lokal 

immünoglobulinleri indükleyerek patojenik suşların aşırı büyümesini kontrol 

etmektir. Bacteroides gibi Gram negatif organizmalar başta olmak üzere 

bağırsak mikrobiyotası, intestinal dendritik hücreleri aktive ederek, yine 
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intestinal mukozada bulunan plazma hücrelerinden salgısal IgA (sIgA) 

üretimini uyarır. SIgA, bağırsak mikrobiyotasını kaplar. Mikrobiyotayı 

kaplayan sIgA, ağırlıklı olarak bakteriyel proteazların parçalanma etkisine 

daha dirençli olan sIgA2 alt sınıfındandır. Bağırsak epitel hücreleri, sIgA1 

fenotipinden sIgA2'ye geçişi indükleyen proliferasyon indükleyici bir ligand 

(APRIL) üretebilir. Böylece, mikrobiyotanın bağırsak lümeninden dolaşıma 

translokasyonu kısıtlanır ve sistemik bir bağışıklık tepkisi önlenmiş olur (205). 

 

2.2.4.3. Koruyucu fonksiyonu 

 

Sağlıklı bir bağırsak için, bağırsakta mukozal immün sistemin patolojik 

mikroorganizmalar için yanıt geliştirirken, kommensal bakterilere karşı da 

tolerans geliştirmesi gerekmektedir. Mikrobiyotanın fiziksel varlığı patojenik 

mikroorganizmaların yerleşmesine engel olmaktadır. Mikrobiyotada bulunan 

bakterilerin salgıladığı bir takım antimikrobiyal maddeler de bu sürece katkıda 

bulunmaktadır. Örneklendirmeyi, Lactobasillus bakterilerinin ürettikleri laktik 

asitin, bakterilerin hücre duvarına zarar vermek amacı ile konak ürünü olan 

lizozim ile birlikte çalışması ile yapabiliriz (234). 

 

2.2.5. Mikrobiyota çalışma yöntemleri 

 

Bağırsak mikrobiyotası son derece karmaşıktır.  Moleküler yöntemlerin 

geliştirilerek kullanılmaya başlanması, bağırsak bakterilerinin konakçı sağlığı 

ve refahı üzerindeki etkisinin anlaşılmasında devrim yaratmıştır. Bağırsak 

bakterilerini tanımlamak amacıyla, geçmişten günümüze her birinin güçlü ve 

zayıf yanları olan çeşitli yöntemlerin kullanıldığı görülmektedir. Mikrobiyota ile 

ilgili yapılan araştırmalara bakıldığında kültür temelli, moleküler temelli ve 

metabolitlerin ölçülmesine dayanan yöntemlerin kullanıldığı görülmektedir. 

Moleküler temelli yöntemler, sekans temelli olmayan yöntemler (floresan in-

situ hibridizasyon akım sitometrisi, pulsed field jel elektroforezi, denatüre 

edici gradiyent jel elektroforezi, sıcaklık gradiyent jel elektroforezi, tek zincir 

konfarmasyon polimorfizmi yöntemi) ve sekans temelli yöntemler 
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(metagenomik, metatranskriptom) olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Şekil 5’de 

bu yöntemler özetlenmiştir (235). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Şekil 5. Mikrobiyota çalışma yöntemleri 

 

 

 

PARMAK İZİ YÖNTEMLERİ (DGGE/TGGE, T-RFLD) 

 

METATRASKRİPTOM 

SEKASLAMA 

MİKROARRAY KLON 

KÜTÜPHANESİ 

KLONLAMA 

PZR 

METAGENOM 
SHOTGUN 
SEKASLAMA 

FISH 

KÜLTÜR 
GAİTA 

ÖRNEĞİ 

PROTEİN 

METABOLİT 

METAPROTEOMİK 

METABOLEMİK 

DNA/RNA İZOLASYONU GERÇEK 

ZAMANLI-PZR 
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2.2.5.1. Mikrobiyota çalışmaları için örneklerin toplanması ve 

saklanması 

 

Bağırsak mikrobiyota analizlerinin doğruluğu, numunelerin uygun 

seçimine, toplanmasına ve ön işlenmesine bağlıdır. Bağırsak mikrobiyotası 

çalışmalarında araştırmacının hangi tip örnekleme yapacağı, seçtiği yöntemin 

çalışmasına olan etkisi nedeni ile de önemlidir. İnsan bağırsağı 

mikrobiyotasının analizi için kullanılan örnekler dışkı, bağırsak doku biyopsisi 

ve bağırsak mukozal lavaj materyalidir. Bu numunelerin her birinin belirli 

avantajları ve dezavantajları vardır. Bağırsaktaki belli bir bölümün 

mikrobiyotası için yapılacak çalışmalarda biyopsi tercih edilebilir. Ancak 

biyopsi öncesi mikrobiyotayı değiştirebilen özel bir hazırlığa (örneğin kolonik 

biyopsiler için lavaj) ihtiyaç duyabilir. En yaygın olarak kullanılan örnek, 

invaziv olmaması, hızlı ve kolay erişilebilir olması nedeni ile gaitadır. Dışkı 

örnekleri, gastrointestinal sistemin uzunluğu boyunca birkaç segmentten 

örnekleri içermesine rağmen esasen distal bağırsakta bulunmaktadır. Bu 

nedenle gaita, gastrointestinal sistemde bakterilerin en yoğun bulunduğu 

bölge olan kolon bölgesindeki bakterileri daha iyi temsil etmesi nedeniyle iyi 

bir seçim olacaktır (236). 

 

En yaygın kullanılan depolama stratejisi, numuneleri –20 ° C'de veya 

daha düşük derecelerde dondurmaktır. Numuneler toplandıktan sonra kısa 

süre içinde dondurulması gerekmektedir. Numunelerin düşük sıcaklıkta 

depolanmasının nedeni, DNA'nın dondurulduktan sonra nispeten daha kararlı 

olması nedeniyledir.  Bununla birlikte, DNA'nın uzun süre depolandıktan 

sonra donmuş numunelerde bozulduğu da bilinmektedir; bu nedenle, 

numuneleri mümkün olan en kısa sürede işleme koymak akıllıcadır. Özellikle, 

numunelerin tekrar tekrar dondurulmasından kaçınılmalıdır. İdeal olarak, bir 

çalışmanın tüm örnekleri aynı anda ve aynı laboratuvarda herhangi bir parti 

etkisini en aza indirmek için aynı personel tarafından işlenmelidir (237).  
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2.2.5.2. Kültür temelli yöntemler 

 

Yirminci yüzyılın başlarına kadar bağırsak mikrobiyotası kültür temelli 

yöntemler kullanılarak, ardından morfolojik ve biyokimyasal yöntemler ile 

fenotiplendirme yapılarak tanımlanmıştır. Ancak bağırsak mikrobiyotasının 

büyük kısmını oluşturan anaeroplar bu tanımlama işlemleri süresince hayatta 

kalamamakta ve tanımlanamamaktadır (235). 1970'lerde anaerobik kültüre 

dayalı teknikleri kullanarak yapılan çalışmalar insan bağırsağında 400 ila 500 

farklı bakteri türü tanımlamıştır (238).  Her ne kadar kültür ile bakteri teşhisi 

oldukça ucuz olsa da, yoğun emek gerektirir ve kültür tek başına bağırsak 

mikrobiyotasının çeşitliliği hakkında sınırlı bir görüş sunar. Bu güne kadar 

bağırsak mikrobiyota üyelerinin %30'undan azı kültürle tanımlanabilmiştir 

(239). Ayrıca bağırsakta bulunan mikroorganizmaların kültürde üreme 

eğilimleri farklılık göstermektedir. Bu nedenle kültür temelli yöntemler ile 

alınan sonuçlarda anaerobik bakteriler kaçırıldığı için aerobik bakterilerin 

yoğunluğu göreceli olarak fazla bulunmaktadır. Bu teknikle bağırsak lümeni 

içindeki bakterilerin çeşitliliği belirgin olarak az görülmektedir ve bu tarz 

çalışmalarda faydaları kısıtlıdır. Bu nedenle bağırsak mikrobiyota 

araştırılması çalışmalarında yeterli ilgiyi görmemiş; sadece sınırlı klinik 

durumlarda belirli grup bakterilerin araştırılmasında kullanılması ile sınırlı 

kalmıştır. Kültür çalışmalarındaki bu sınırlılıkların yanı sıra mikrobiyota 

çalışmaları için 20. yüzyılın sonlarından itibaren farklı bakteri türlerinin 

tanımlandığı moleküler yöntemler kullanılmaya başlanmıştır  (235). 

 

2.2.5.3. Moleküler yöntemler 

 

DNA ekstraksiyonu 

 

Mikrobiyal DNA’nın feçes ve diğer örneklerden izole edilmesinde 

bilinmesi gereken birçok önemli husus vardır. İlk olarak, örneklerdeki 

mikrobiyal yükler aşırı değişken olabilir. Örneğin dışkı örnekleri, 1010 hücre/gr 

veya toplam dışkı kütlesinin %50'sine kadar mikrobiyal yük içerebilmektedir; 
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bununla birlikte, mikrobiyal hücre, proksimal bağırsaktan elde edilen 

numunelerde daha az sayıda bulunmuştur (240). İkinci bir husus, bağırsak 

mikroorganizma çeşitliliğinin yüksek olmasıdır. Gram-negatif bakteriler, 

siyanobakteriler, archaea, mantarlar ve protozoalar ve çok sayıda Gram-

pozitif diğer mikroorganizmaları içerir. Bu mikroorganizmaların hücresel zarf 

yapısı oldukça değişkendir ve bu da DNA ekstraksiyonunun etkinliğini 

değiştirmektedir. Örneğin, Gram pozitif bakterilerin hücre duvarları Gram-

negatif bakteriler ile karşılaştırıldığında daha kalın olduğu için lizis edilmesi 

daha zordur. Üçüncü husus, bağırsak lümeninden ve dışkıdan elde edilen 

örneğin, sindirilmemiş malzeme içeriği yüksek olabilir ve bu yüzeylerde 

mikrobiyal biyofilmler oluşabilir. Bu maddelerin DNA ekstraksiyonundan önce 

çıkarılmaması (örn; santrifüjleme ) yanılmaya neden olabilir. Son bir husus 

olarak, dışkı, polimeraz zincir reaksiyonunu (PZR) inhibe eden çok çeşitli 

nükleazlar ve bileşikler içerir. Olası PZR inhibitörleri arasında bilirubinler, 

safra tuzları ve kompleks karbonhidratlar ile polifenolik bileşikler ve kan 

bulunur (237, 241-243). 

 

DNA'nın dışkıdan ekstraksiyonu için çok çeşitli yöntemler tarif 

edilmiştir, ancak yöntemin uygunluğu amaçlanan uygulamaya bağlıdır. 

Örneğin, belirli mikroorganizmalar için tasarlanan ekstraksiyon yöntemleri, 

DNA topluluğunu etkili bir şekilde çıkartamayabilir. Tüm ekstraksiyon 

yöntemleri dört adımdan oluşur: (i) daha büyük partiküllerin yıkanmasını, 

homojenleştirilmesini ve uzaklaştırılmasını içeren numunenin hazırlanması; 

(ii) tipik olarak çeşitli deterjanlar, katotropik maddeler ve/veya çözücüler 

ilavesiyle nükleazların etkisizleştirilmesiyle eşzamanlı olarak gerçekleştirilen 

hücrelerin parçalanması; (iii) kirletici genomik olmayan materyallerin ve PZR 

inhibitörlerinin uzaklaştırılması ve (iv) DNA'nın geri kazanımı. Sonuç olarak; 

analizin kalitesi, numune kaynaklı sorunları en aza indirmeye yönelik olarak,  

numune içindeki tüm mikroorganizmaların verimli bir şekilde parçalanmasının 

sağlanması ile ilişkilidir. Henüz her bir örnek tipine özel olarak geliştirilmiş ve 

en uygun olan prosedür bildirilmemiştir. Mekanik bozulma yöntemlerinin (örn; 

boncuk çırpma yöntemlerinin kullanılması ve / veya donmuş numunelerin 
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öğütülmesi gibi) bazı çalışmalarda etkili olduğu kanıtlanmıştır. Ancak, 

mekanik bozulma yöntemleri ısı birikmesine ve DNA kaymasına neden 

olabilmektedir (237). Günümüzde çeşitli DNA ekstraksiyon kitleri piyasada 

bulunmaktadır; bunlardan bazılarında, PZR inhibitörleri yok edilerek DNA’ nin 

kalitesi ve verimi artırılmıştır (örn; Qiagen QIAamp DNA Stool Mini Kit®). Li 

ve ark., Qiagen kitinin boncuk ile parçalama kadar etkili olduğunu bulmuştur 

(244). Diğer çalışmalarda da, ticari bozulmalarla birlikte mekanik bozulma 

kullanımının,  elde edilen DNA miktarını arttırdığını göstermiştir (245). 

Fiziksel ekstraksiyon aşamasındaki donma-çözülme işlemleri de, 

numunelerdeki bakteri filotiplerinin çeşitliliğini artırabilir (246). DNA 

ekstraksiyonundan önce liyofilizasyonun spesifik mikroorganizmaların 

miktarını arttırdığı gösterilmiştir (247). Ticari bir DNA ekstraksiyon kiti (yani 

PZR inhibitörünün çıkarılması özelliğine sahip) ile bozulma tekniğinin birlikte 

kullanılması ile en iyi sonuçların elde edilmesini sağlayacaktır. 

Araştırmacıların, kendi koşullarına göre en iyi yöntemi belirlemeleri için, pilot 

çalışmalardaki (örn; DNA verimi, tür çeşitliliği ve zenginlikleri gibi) yöntemleri 

değerlendirmeleri gerekmektedir. 

 

Hedef gen bölgeleri (16S rRNA) 

 

16S rRNA, prokaryotik ribozomların küçük alt birimi olan 30S’ lik 

bölümünde yer alan, translasyonunda görev aldığı için mikroorganizmalar 

arasında son derece korunmuş olan ve yaklaşık 1500 baz çifti olan kısa 

bölgedir. Bu RNA parçası, türler için korunmuş bölgelere ek olarak,  9 adet 

yüksek değişkenlik gösteren V1’den V9’a kadar isimlendirilmiş bölgeleri içerir. 

Biyolojik çeşitlilik açısından bu değişken bölgeler oldukça önem arz 

etmektedir (Şekil 6) (248). Bu değişken bölgelerdeki nükleotit sekanslarındaki 

farklılıklar, bakterilerin evrimsel farklılığını yansıtır ve bu nedenle bu 

sekanslar bakteri türlerinin tanımlanması ve filogenetik sınıflandırılması için 

güvenilir bir yöntem sağlar (235). 16S rRNA'nın fonksiyonlarından biri, 

protein sentezinin başlatılması ve uzatılmasıdır. 16s RNA geninin mikrobiyota 

çalışmalarında tercih edilme nedeni, değişken bölgeler ile beraber korunmuş 
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bölgeleri içermesi ve bu bölgelere bağlantı kuran üniversal primerlerin 

yazılmasına olanak sağlaması olarak gösterilmiştir (248). 

  

 

 

Şekil 6. 16S rRNA Gen Yapısı 

 

İlk başlarda geliştirilen moleküler teknikler, çeşitli bakteriler arasındaki 

bu çok değişken bölgelerin sadece uzunluk farkından ve nükleotid 

sekanslarındaki majör varyasyonlardan faydalanıyordu. Ancak son 15 yılda, 

nükleik asit dizileme teknolojisinde hızlı gelişmeler olmuş, yüksek verimli 

multi-paralel sekanslama yaygın bir şekilde makul fiyatlarla kullanılabilir 

olmuştur. Böylelikle mikrobiyota çalışmaları için altın standart haline gelmiştir 

(235). 

 

Bakteriyel toplulukların bileşiminin tanımlanmasında, 16S rRNA 

genlerinin kullanılmasıyla ilgili problemler bulunmaktadır. Örneğin, farklı 

değişken bölgeler farklı bakterileri tanımladığı için, 16S rRNA geninin 

neredeyse tamamının sekanslanması gerekebilir. 16S rRNA genini 

kullanmanın diğer bir dezavantajı ise, bakteri genleri ile gen kopyalarının 

birlikte bulunması ve bu kopya sayısının taksonlar arasında eşit olmamasıdır. 

Bu durum, bir topluluk içindeki belirli bakteri türlerinin göreceli yoğunluğunu 

tahmin etmede hataya yol açabilmektedir. Yukarıda belirtilen sınırlamalar, 

cpn60 ve rpoB genleri gibi 16S rRNA genine alternatif hedeflerin 

geliştirilmesine yol açmıştır. Bu alternatif gen hedeflerinin analiz için 

kullanılmasındaki ana sınırlama, şu anda tür veri tabanlarının kapsamlarının 

nispeten sınırlı olmasıdır (237). 
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16S rRNA ve cpn60 genlerinin korunmuş bölgelerini içeren çok sayıda 

primer düzenlenmiştir ve bu primerlere genel olarak ‘evrensel primer’ 

denilmektedir. Türlere bağlı olarak değişmekle birlikte yaklaşık 1500 bç 

uzunluğunda tüm 16S rRNA genini veya V2-V3 bölgesi, V4-V5 bölgesi, V6-

V8 bölgesi gibi gen içindeki spesifik değişken bölgeleri hedefleyen bir dizi 

primer seti geliştirilmiştir.  

 

2.2.5.3.1. Sekans temelli olmayan moleküler yöntemler 

 

Bu başlık altındaki tekniklerde öncelikle bakteri nükleik asidi 

numuneden ekstrakte edilir. Daha sonra 16S rRNA geninin tümü veya bu 

genin bir veya daha fazla seçilmiş hiper değişken bölge içeren segmentinin 

amplifikasyonu yapılır. Tüm 16S rRNA genini veya seçilen hiper değişken 

bölgeleri çevreleyen bakteriyel genomdaki korunmuş bölgelere karşılık gelen 

evrensel primerlerle PZR uygulanır. Ardından bu karışım,  parça uzunluğuna 

dayanan elektroforez esaslı ayırma (örn; denatüre edici gradyan jel 

elektroforezi veya sıcaklık gradyanlı jel elektroforezi) veya spesifik nükleotit 

sekansların varlığına dayanan (örn; in-situ Hibridizasyon akım sitometrisi 

veya bakteriyel DNA mikrodizileri ) tetkik yöntemleri ile ölçülür (235). 

 

Bu yöntemlerin temel dezavantajı, birbiri ile yakın ilişkide olan bakteri 

gruplarındaki 16S rRNA genindeki farkın küçük olmasından dolayı bakteri 

gruplarının ayırımındaki sınırlılıktır. Aynı zamanda miktar olarak az bulunan 

bakteri gruplarını da kaçırmaktadır. Bu nedenle, bu yöntemlerin yerini zaman 

içinde yeni nesil sekanslama teknikleri almıştır (235). 

 

Floresan in-situ hibridizasyon akım sitometrisi 

 

Akım sitometrisi, süspanse hücrelerin akış kanalı boyunca geçerken 

tek tek ayrışması ve tespit edilmesi üzerine geliştirilmiş bir cihazdır. 

Mikrobiyolojide akım sitometrisi, mikroorganizmaların canlılığını, sayısını, 

tanımlanmasını, patogenezini, antibiyotiklerin duyarlılıklarını saptama 
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amacıyla kullanılmaktadır. Araştırmacıların mikroorganizmaların bir 

populasyon içindeki dağılım özelliklerini ölçebilmesini sağlamak için, her 

mikroorganizma için veri toplaması en önemli özelliğidir. Akım sitometrisi 

içindeki bakteri oranı düşük olsa bile örnekteki canlı ve cansız bakterileri 

ayırarak, üremesi zor ve zaman alıcı bakteriler dahil olmak üzere kantitatif 

olarak daha doğru ve hızlı sonuç verir. Bu yöntem ile mikrobiyota bileşeni 

niceliksel olarak tanımlanabilmektedir (249). İn situ hibridizasyon yöntemiyle 

ise, RNA veya DNA dizilerinin saptanmasında klonlanmış genomik problar 

veya oligonükleotid problar kullanılmaktadır. Hedef 16S rRNA dizisine karşıt 

floresan ile işaretlenmiş oligonükleotid probların kullanıldığı yöntem direkt 

olarak klinik örneğe muamele edildiğinde düşük çıktılı iken bu yöntemi akım 

sitometrisi gibi sistemler ile birlikte kullanıldığında yüksek çıktılı bir tanı 

metodu olarak kullanılmaktadır (250). Bu yöntem hızlı ve yarı kantitatiftir. Bu 

yöntemin en büyük dezavantajı, spesifik bölge hedef alınarak dizayn edilmiş 

problar kullanıldığı için hiç bilinmeyen türlerin tanımlanmasındaki zorluktur  

(251). 

 

Pulsed field jel elektroforezi 

 

Jel elektroforezi, 100-200 baz çifti (bç) ile 50 kilobaz çifti (kbç) 

arasındaki DNA fragmentlerinin ayrılmasına, boyutlarının bilinmesinde ve 

görüntülenmesinde en sık kullanılan bir tekniktir. 50 kbç’nin üzerindeki 

moleküller, büyüklükleri nedeniyle jel üzerinde ayrışamazlar. Pulsed field jel 

elektroforezi, iki değişken alternatif elektrik alanının 110º ila 180º arasındaki 

bir açıyla uygulanması ile moleküllerin ayrıştığı bir sistemdir. Bu sistem ile 

parazit ve mantar gibi büyük kromozoma sahip canlılar dahil olmak üzere 

birçok türün kromozomal DNA’sının ayrıştırması yapılabilmektedir (252). 

Düşük erime ısılı agaroz jel içinde bulunan, yapısal bütünlüğü değişmemiş 

olan genomik DNA’nın, uygun restriksiyon endonükleaz enzimi ile kesilmesi 

ile oluşan profillerin tespiti ve yorumlanmasını esas alan bir yöntemdir. Büyük 

moleküllerin yönünü değiştirmek için küçük olanlardan daha fazla zaman 

gereklidir (253). 
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PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

 

PZR, ortaya çıktığı 1980’li yıllardan günümüze amplifikasyona 

dayanan DNA bazlı analizlerin mikrobiyolojik etkenlerin tanımlanmasında 

kullanıldığı önemli bir yöntem haline gelmiştir. Bu yöntemle in vivo DNA 

replikasyonunun adımları taklit edilerek, istenen bir DNA bölgesinin seçici in 

vitro amplifikasyonu sağlanır. Böylece bir saatten daha kısa bir sürede tek bir 

hedef nükleik asit bölgesinden milyonlarca kopya elde edilebilmektedir (254). 

PZR yönteminde, tanımlanmış bir hedef DNA bölgesine spesifik 

amplifikasyon, üç aşamalı ardışık döngülerle elde edilir: i) Tek iplikli hedefler 

elde etmek için DNA'nın denatürasyonu, ii) kısa ve spesifik primerlerin hedef 

DNA'ya bağlanması ve iii) primerlerden başlayarak bir termostabil DNA 

polimeraz kullanılarak DNA‘nın polimerizasyonu. Her döngüde amplikon 

sayısı iki katına çıkar ve şablon olarak orijinal hedef DNA ile üretilen parçalar 

dışında, ardışık tüm ürünler, iki primer arasındaki mesafeye karşılık gelen 

sabit bir boyuta sahip olur.  Pozitif reaksiyonun tespiti agaroz jel elektroforezi 

ile doğru DNA fragmanının gösterilmesi ile sağlanır (255). PZR ile ilgili temel 

sorunlar; mikrobiyota gibi saf olmayan örneklerden mikrobiyal tanımlama 

yapılacaksa amplifikasyon aşamasında, numunenin içerebileceği PZR 

inhibitörlerinin varlığı; RNA ile çalışılacaksa numunedeki RNAaz varlığı, PZR 

artefakt ve spesifik olmayan PZR ürünlerinin oluşması, seçilecek primerin 

etkinlik ve özgüllüğü gibi bir dizi sınırlamalardır (256). 

 

Mikrobiyota araştırılmasında kullanılan popüler yöntemlerden bir diğeri 

de bir numunedeki DNA parçalarının karşılaştırılmasını sağlayan moleküler 

parmak izi yöntemleridir. Bunlar arasında Denatüre edici gradiyent jel 

elektroforezi (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis/DGGE), Sıcaklık 

gradiyent jel elektroforezi (Temperature Gradient Gel Electrophoresis/TGGE) 

ve Terminal Restriksiyon parçacık uzunluk Polimorfizmi (Terminal Restriction 

Fragment Length Polymorphism/T-RFLP) gibi yöntemler bulunmaktadır.  
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Denatüre edici gradiyent jel elektroforezi (DGGE) ve Sıcaklık gradiyent jel 

elektroforezi (TGGE) 

 

DGGE ve TGGE, bir akrilamid jel boyunca hareket eden numuneleri 

ayırmak için kimyasal bir gradyan veya sıcaklık gradyanı kullanan, jel 

elektroforez formlarıdır. DGGE, 1993 yılında Muyzer ve ark. tarafından 

mikrobiyal ekolojiyi tanımlamada ilk kez kullanılmıştır. Daha sonra kısa bir 

süre içinde karmaşık mikrobiyal çeşitliliğin bulunduğu örneklerde 

kullanılmaya devam edilmiştir. Her iki elektroforez türünde de (DGGE ve 

TGGE),  aynı uzunlukta ancak farklı dizilere sahip DNA parçalarının ayrılması 

mümkündür. DNA parçalarının ayırımı kısmen eritilmiş çift zincirli bir DNA 

molekülünün poliakrilamid jel içindeki düşük elektroforetik hareketliliğine 

dayanılarak yapılır.  DGGE, doğrusal bir DNA denatüre edici gradyan 

(formamid ve üre karışımı); TGGE, doğrusal sıcaklık gradyanı içeren 

poliakrilamid jel de yapılır. Erime bölgeleri (aynı erime sıcaklıklarına (Tm) 

sahip baz çiftlerinin uzantıları), farklı alanlardaki DNA fragmanlarının 

erimesine yol açar. En düşük Tm' ye sahip bir alan, denatüre veya sıcaklık 

gradyan jelinde belirli bir pozisyonda Tm' sine ulaştığında ve çift sarmalı DNA 

tek sarmal haline geldiğinde,  DNA molekülünün göçü neredeyse durma 

noktasına gelir. Bu erime bölgeleri içindeki dizilerdeki varyasyonlar, erime 

sıcaklıklarının değişmesine neden olur.  Farklı sekanslara sahip moleküllerin 

göçü, denatüre veya sıcaklık gradyan jelinde farklı pozisyonlarda durdurulur 

ve böylece ayrılma başlar. DGGE ve TGGE’de, DNA bantları etidyum 

bromür, SYBR Green I veya gümüş boyası kullanılarak görsel hale 

getirilebilir. Görüntülenen bantlardan daha sonra sekans veya prob 

hibridizasyonu yapılabilir. Her bandın, farklı bir farklı mikrobiyal ürünü temsil 

ettiği düşünülerek, oluşan DNA paternlerinin,  topluluğun çeşitliliğini yansıttığı 

kabul edilir. Bu tekniklerin sınırlılıkları; PZR temelli sorunlar ile filogenetik bir 

tanımlama için dizileme veya prob analizi gerektirmesinden kaynaklanır (255, 

257).  
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Terminal restriksiyon parçacık uzunluk polimorfizmi (T-RFLP)  

 

Restriksiyon endonükleaz enzimiyle kesilen 16S rRNA gen 

amplikonlarının oluşturduğu parçacıkların analizi bu yöntemin prensibidir. Her 

bakteri taksonu için belli bir moleküler ağırlığa sahip bir terminal restriksiyon 

fragmanı oluşur ve boyutu farklı olan bir dizi DNA fragmanı PZR sırasında 

floresan ile işaretlenmesiyle analiz edilir. T-RFLP, temel olarak mikrobiyal 

topluluk çeşitliliğini değerlendirmek, karşılaştırmak ve ayrıca bağırsak 

mikrobiyotasındaki değişkenliği değerlendirmek için kullanılır. Bu teknik yarı 

nicel, hızlı ve ucuzdur. T-RFLP'nin kullanım sınırlılığı, filogenetik 

tanımlamaya izin vermemesidir. Bu sorun, 16S rRNA klon kütüphanesi 

analizi ile T-RFLP birleştirerek çözümlenebilmektedir (239). 

 

Tek zincir konfarmasyon polimorfizmi yöntemi (Single Strand Conformation 

Polymorphism/SSCP) 

 

Mikrobiyal çeşitliliği incelemek için kullanılan ve elektroforetik ayırmaya 

dayanan diğer bir parmak izi analitik tekniğidir. Çok sayıda örnekte ve çok 

çeşitli organizmalarda, farklı genomik değişkenlerin tanımlanmasına izin 

veren, yaygın olarak kullanılan bir tarama yöntemidir. Mutasyon tespiti ve 

genotipleme için basit ve hassas bir tekniktir. SSCP  analiz prensibi, tek 

zincirli DNA'nın tanımlanmış bir uygunluğa sahip olduğu gerçeğine 

dayanmaktadır. Sekanstaki tek bir baz değişikliği ile ilişkili olan değiştirilmiş 

konformasyon, tek iplikli DNA'nın denatüre edici olmayan elektroforez 

koşulları altında farklı şekilde göç etmesine neden olabilir. Daha önce 

bahsedilmiş olan DGGE’de, boyut farkı olmayan fakat değişken G + C 

içeriğine sahip DNA PZR ürünlerinin ayrılmasında kullanır ve bu nedenle test 

DNA örneğinin çift sarmallı konformasyonuna (dsDNA) dayanır. SSCP’de ise, 

tek sarmallı DNA (ssDNA) ürünlerinde çalışır. Bu teknik daha önceleri,  insan 

genlerindeki genomik polimorfizmleri saptamak için kullanılmıştır. Ancak, 

günümüzde çevresel DNA örneklerinde bulunan mikrobiyal toplulukları 

incelemek ve karakterize etmek için de birçok kişi tarafından kullanılmaktadır. 
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SSCP analizi aşağıdaki dört adımı içerir: 1) ilgilenilen DNA dizisinin PZR ile 

amplifikasyonu; 2) çift sarmallı PZR ürünlerinin denatürasyonu; 3) denatüre 

DNA (tek iplikli)’nın soğutulması; (4) tek iplikli DNA'ların denatüre edici 

olmayan koşullar altında elektroforez ile hareketlilik farkının saptanması. 

SSCP’deki hareketlilik kaymalarını görselleştirmek için çeşitli yöntemler 

geliştirilmiştir. Bunlar; radyoizotop etiketleme, gümüş boyama, fluoresan boya 

ile isaretli PZR primerleri ve daha yakın zamanlarda da kapiler bazlı 

elektroforez yöntemlerini içermektedir. Gümüş boyama,  basit, hızlı ve uygun 

maliyetlidir ve klinik laboratuvarlarda rutin olarak yapılabilir. Denatürasyondan 

sonra, tek iplikli DNA,  katlanarak üç boyutlu ve sekansa bağlı benzersiz bir 

konformasyonel durum alır. Farklı dizilere sahip, tek sarmallı iki DNA zinciri 

arasındaki şekil farkı, nükleotitlerin sayısının aynı olmasına ve bir SSCP 

uygulaması yapılmış olmasına karşın,  elektroforez jeli üzerinde farklı şekilde 

göç etmelerine neden olabilir. Bu nedenle, bu yöntem mikrobiyal bir 

topluluktaki genetik çeşitliliği tahmin etmek için iyi bir seçimdir. Yöntemin 

sınırlılıkları, SSCP ve DGGE’de, olduğu gibi aynı DNA dizisinin jel üzerinde 

çoklu bantlar üretebilme olasılığıdır. Bununla birlikte, gradyan jel 

gerektirmemektedir ve çeşitlilik çalışmaları için kullanılmaktadır (258, 259). 

 

DNA mikroarray 

 

Bu teknoloji, Southern blotting gibi konvansiyonel DNA-DNA veya 

DNA-RNA hibridizasyon teknikleri ile geliştirilmiştir. Mikroarray, prob olarak 

adlandırılan ve cam, silikon,  cipler ve mikroskobik boncuklar gibi katı bir 

destek yüzeyine kovalent olarak bağlanmış, bir dizi tanımlanmış 

oligonükleotitlerden oluşur. Bu bilinen prob koleksiyonları, genellikle 

floresansla saptanan prob-hedef hibridizasyonunun yakalanması ile otomatik 

olarak skorlanabilir. Hedef genellikle bakteriyel kromozom veya plazmidin 

spesifik bir gen bölgesidir. Bu hibridizasyonlar, prob-hedef bağlı moleküllerin 

sayısı tarafından üretilen floresans miktarına bağlı olarak izlenebilir ve 

ölçülebilir. Mikroarray teknolojisi ile bir kerede bir prob ile çalışan geleneksel 

DNA hibridizasyonundan farklı olarak, aynı prob içerisine binlerce prob 
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yerleştirilebilir (255). Bu nedenle mikrobiyal toplulukların profillerinin 

çıkarılması ile ilgili çalışmalarda dizileme yöntemlerine alternatif olarak 

kullanılmaya başlanmıştır. Bağırsak mikrobiyotasını hedef alan mikroarray 

çipleri geliştirilmiştir ve bazıları ticarileştirilmiştir. Hızlı ve yarı kantitatif 

olduklarından, DNA mikroarrayleri temel olarak, farklı popülasyonlar 

arasındaki mikrobiyota ve insandaki bağırsak mikrobiyomundaki değişimleri 

belirli hastalıklarla karşılaştırmak için çalışmalarda kullanılır. Ancak, çapraz 

hibridizasyon olasılığı ve bir referans dizisi mevcut olsa bile bağırsak 

mikrobiyotasında düşük seviyede bulunan türlerin tespitindeki zorluklar 

nedeni ile bağırsak mikrobiyota analizlerinde tercih edilmemektedir (260). 

 

2.2.5.3.2. Sekans temelli moleküler yöntemler 

 

Sekanslama temelli moleküler yöntemlerdeki gelişmeler, maliyet etkin 

ve ulaşılabilir olmaları mikrobiyota çalışmalarında kültür temelli yöntemlerin 

yerine tercih edilmelerinini olmuştur. Sekans temelli olmayan yöntemler, 

mikrobiyota topluluk yapısını ortaya koymakta sınırlı kalmakta iken, sekans 

temelli yöntemler topluluk yapısı ile birlikte filogenetik analiz imkanı 

sunmaktadır. Bakteriyel türlerin tanımlanmaları hem fenotipik hem de 

moleküler özelliklere göre yapılmaktadır. Ancak türlerin moleküler verilere 

dayanılarak tanımlanmalarında sorunlar yaşanmaktadır. Bu nedenle, 

moleküler özelliklerin tanımlandığı çalışmalarda, taksonomik birimler, 

türlerden ziyade, “filotipler” veya “operasyonel taksonomik üniteler (OTU)” 

olarak adlandırmaktadır. Bazı araştırmacılar filotipleri tanımlarken %97 

oranındaki benzerliği temel alırken; bazıları %98 veya %99 oranındaki 

benzerliğin temel alınmasını savunmaktadırlar. “Tür zenginliği”, bir 

topluluktaki türlerin sayısını ifade eden göreceli bir terimdir; oysa “tür 

çeşitliliği”, hem tür zenginliğini hem de göreceli bolluklarını veya eşitliklerini 

içeren bir terimdir. Ekolojik bir topluluk içindeki çeşitliliğin bir ölçüsüdür. 

“Topluluk bileşimi”, tür zenginliğini ve çeşitliliğini toplu olarak ifade eder. 

“Topluluk yapısı”, belirli bir ortamdaki bileşenlerin birbirleriyle veya 

kümelenmeleriyle nasıl ilişkili olduklarını gösterir. Filogenetik yapı, 16S rDNA 
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dizileri ile bu diziler arasındaki evrimsel ilişkileri tahmini olarak 

yansıtmaktadır. 16S rDNA dizileme yöntemi ile filogenetik yapının 

belirlenmesi ile diziler arasındaki evrimsel ilişkilerin yansıtılabilir. Filogenetik, 

çeşitli organizma grupları arasındaki evrimsel ilişkilerin incelenmesidir. 

Evrensel genlerin korunmuş ve değişken bölgelere sahip olmaları,  

araştırmacıların hem filogenetik hem de topluluk yapısı analizlerini aynı anda 

yapmalarına neden olmaktadır (237). 

 

Klonlama  

 

Sekansa dayalı yöntemlerin ilk olarak kullanıldıkları dönemlerde, 

bakteriyel bir topluluktan izole edilen DNA fragmanları, klonlama vektörlerine 

(örneğin, genetik olarak işlenmiş plazmid); bu vektörler de hızla büyüyen 

bakterilere (genellikle E. coli) transformasyon yoluyla aktarılmıştır. Bu 

bakterilerin çoğalması ile “klonlanmış” DNA fragmanları da çoğaltılmış 

olmaktadır. Daha sonra,  "Klonlanmış"  DNA fragmanlarının, Sanger sekans 

yöntemi (dideoksinükleotid ile zincir sonlandırma metodu) kullanılarak 

dizilemeleri yapılmıştır.  

 

Klonlama yöntemi ile karışık bir örnekteki bakterilerin, tek tek dizi 

analizlerinin gerçekleştirilmesi mümkün hale gelmektedir. Bu yöntem yüksek 

maliyet ve emek gerektirdiğinden kullanımı sınırlıdır. Son zamanlarda DNA 

dizileme zamanını ve maliyetini azaltan yeni nesil dizileme metodu 

geliştirilmiştir. Geliştirilen bu yöntemle bakteri içine klonlama ve sonrasında 

bu bakterileri sıralama gereksinimi ortadan kalkmış ve daha düşük bir maliyet 

ve emekle sekanslama işleminin yapılabilmesi mümkün olmuştur. Yeni nesil 

dizileme, tüm genom, metagenom ve amplikon dizilimi için kullanılabilir (261). 

 

Yeni nesil sekanslama 

 

Bu yöntemle hızlı bir şekilde, çok fazla maliyet gerektirmeden dizileme 

yapılabilmektedir. Klonlanmış amplikonlar yerine, direkt olarak DNA 
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amplikonu veya topluluk DNA’sı kullanılmaktadır. Dizi analizleri daha önce 

uzun genomların dizilenmesi için fragmentlere ayrılan kısa DNA dizilerinin bir 

genom kütüphanesi oluşturmak amacıyla bir vektöre klonlanmasını 

gerektirmekte idi. Ancak yeni nesil cihazlarda bu gereklilik ortadan kalkmıştır. 

Ticari olarak geliştirilmiş çeşitleri vardır. Yeni nesil dizileme cihazlarından en 

yaygın olanları, “Pyrosequencing 454” ve “Illumina” cihazlarıdır. 

Pirosekanslamada üzerinde oligonükleotid diziler bulunan boncuklar 

bulunmaktadır. Önceden fragmanlara ayrılmış ve amplifikasyonları yapılmış 

(DNA kütüphanesi oluşturulması) örnekler bu boncukların üzerindeki 

kendilerine özgül oligonükleotid dizilerine bağlanmaktadır. Kütüphanedeki her 

bir DNA fragmanı boncukların üzerinde kendine özgül adaptöre bağlanır. 

Emülsiyon PZR ile boncukların üzerinde bulunan özgül diziler amplifikasyona 

tabi tutulur. Eklenen bazlar verdikleri ışımaya göre saptanır. Illumina 

teknolojisi benzer şekilde dizileme yapar. Farklı olarak, adaptör oligonükleotid 

diziler boncuklara değil bir slayt üzerine (flow cell) bağlıdır. Bu teknik 

emülsiyon PZR yerine “köprü amplifikasyonuna” dayanır. Dizileme, önceki 

yöntemdeki gibi eklenen bazların farklı renklerde verdikleri ışımalara 

dayanılarak yapılmaktadır (239). 

 

Metagenomik sekanslama  

 

“Shotgun sekanslama” olarak da adlandırılan metagenomik analiz, bir 

ortamda (örn; dışkılar) bulunan DNA parçalarını rastgele dizmek için 

kullanılır. Bu yaklaşımlarda, bir PZR amplifikasyon aşaması atlanarak DNA 

doğrudan bir numuneden dizilenir. Bu, PZR yanlılığının potansiyel etkilerini 

azaltır, ancak pahalı ve daha fazla biyoinformatik zorlukları içerir. Bu veriler, 

genlerin metabolik tanımlarına göre (örn; hücre duvarı yapımı, antibiyotik 

direnci, karbonhidrat metabolizması) geniş gruplara ayrıldığı fonksiyonel 

analizler için kullanılabilir. Bu metabolik profil daha sonra iki veya daha fazla 

topluluk arasında karşılaştırılabilir. Metagenomik çalışmalar, bazı taksonomik 

bilgileri sağlamak için belirli genlerin (örn; 16S rRNA geni, cpm60 geni, vb.) 

sıralanması ile oluşur (262). 
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Metatranskriptomik 

 

Bir ortamda tüm mikropların RNA'sının incelenmesidir. Genellikle 

cDNA mikrodizileri, gen ekspresyonu çalışmalarında kullanılmıştır. Yeni nesil 

sekanslamanın ortaya çıkışı, RNA-seq'in eklenmesi ile transkriptomik 

alanında devrim yaratmıştır (263). Tüm genomu kapsamasının yanı sıra, yeni 

transkriptleri tanımlama ve hem konakçı hem de mikrobiyal sakinlerinin 

transkriptomlarını analiz etme potansiyeline sahip olmasi nedeniyle, daha 

yüksek bir dinamiğe sahiptir (264). RNA sekansındaki teknolojik gelişmeler, 

transkripsiyonel olarak aktif olan popülasyonlar hakkındaki detayları ortaya 

çıkarmayı mümkün kılmıştır ve metagenomiklerde gösterildiği gibi sadece 

bakteriyel popülasyonların genetik içeriğini tanımlamamaktadır (265, 266). 

Yöntem, bağırsak mikroplarının, prokaryotik fizyoloji ve patojenitede 

karbonhidrat metabolizmasını, enerji üretimini ve hücresel bileşenlerin 

sentezini nasıl düzenlediklerini ortaya koymak için kullanılmıştır (267). Bu 

yönteminde bazı sınırlılıkları vardır. Prokaryotik mRNA, toplam RNA türlerinin 

sadece %1-5'ini oluşturur, çoğunluğu rRNA ve tRNA'dır; bu, transkriptominin 

ana konusu olan mRNA'nın kapsamını önemli ölçüde azaltabilir. Ayrıca, 

mRNA'nın toplanmasında ve mikrobiyal RNA'yı konakçıya ait RNA 

karışımından ayırmadaki teknik zorluklar yaşanabilmektedir (268, 269).  

 

2.2.5.4. Metabolitlerin saptanmasına dayalı yöntemler 

 

2.2.5.4.1. Metaproteomik 

 

Metaproteomik çalışmalarda amaç, tüm gen translasyon ürün 

gruplarını tanımlamak, post-transisyonel modifikasyon ürünleri hakkında ek 

bilgi sağlamak ve transkriptom ölçümleri ile ilgi yer bilgileri sağlamaktır. 

Shotgun metaproteomiği, kütle spektrometrisi ile birleştirilmiş yüksek 

performanslı bir sıvı kromatografisi kombinasyonu ile kompleks karışımlarda 

proteinlerin tanımlanmasında proteomik tekniklerinin kullanılması anlamına 

gelir. Shotgun metaprotiplerinin en yaygın yöntemi, karışımdaki proteinlerin 
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çıkarılması ve sindirilmesi ile başlar, daha sonra elde edilen peptitler, sıvı 

kromatografi veya poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrılır, son olarak, peptit 

kütleleri ve spektrumları ölçülür ve referans protein veri tabanlarından 

genomik sekans bilgisi tahmin edilenler ile karşılaştırılır. Bu yöntemle 

yapılmış çalışma sayısı çok azdır. Bunun nedeni bakteriyel türlerin 

kompozisyonunun farklı bireyler arasında heterojenlik göstermesidir. 

Proteinlerin, yakından ilişkili türlerden farklılaştırılması, nicelleştirilmesi ve 

çeşitli transkripsiyon sonrası post modifikasyon olaylarının karakterizasyonu 

gibi bilişimsel engeller metaproteomik için hala büyük zorluklardır (270). 

 

2.2.5.4.2. Metabolomik 

 

Metabolomik, bir biyolojik hücre, doku, organ veya organizma içindeki 

tüm metabolitlerin toplanmasını temsil eden metabolom çalışmasıdır (271). 

Kütle spektrometresi (MS) ve nükleer manyetik rezonans (NMR) gibi tespit 

yöntemlerinin bir kombinasyonu kullanılarak metabolitlerin tanımlanması ve 

nicelendirilmesi gerçekleştirilir (272). Bağırsak mikrobiyotası çalışmalarında 

metabolitlerin kullanıldığı metabolomik yöntemler daha sık kullanılmaya 

başlanmıştır. Bu da kişiye özel tedavi ve beslenme şeklinin geliştirilmesi gibi 

çalışmalarda yeni biyobelirteçlerin üretilmesinin gerekliliğini doğurmaktadır. 

(273). Metabolik profilleme, hücrenin fizyolojisinin anlık bir görüntüsünü 

verebilir ve metabolitleri hücresel süreçlerle ilişkilendirmek için güçlü bir yol 

sunar (274). Metabolik çalışmadaki zorluk, bir metabolitin konakçı tarafından 

mı, yoksa mikrobiyom tarafından mı üretildiğini belirlemedeki güçlüktür. 

Hücresel biyolojinin daha iyi anlaşılmasını sağlamak için metaproteomik, 

metatranskriptomik ve metabolomik bilgilerin entegre edilmesi gereklidir. 

 

2.2.5.5. Kantitatif gerçek zamanlı PZR (qPZR) 

 

Gerçek zamanlı PZR, araştırmacıların hedef DNA veya RNA'yı tespit 

etmelerine ek olarak, aynı zamanda hedef miktarlarını belirler ve kantitatif 

sonuç verir. Standart klasik PZR yöntemine teknik olarak benzemekle 
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beraber farklı olarak; qPZR yönteminde karışıma çift zincirli DNA’ya (yeni 

oluşan ürünlere) bağlanan floresan boya veya floresan boya işaretli proplar 

eklenmektedir. Bu süreç gerçek zamanlı olarak bilgisayar ortamında 

izlenebilmektedir. Floresan okuma ve sıcaklık döngüleri aynı tüp ve cihaz 

içinde gerçekleştiğinden hem testin süresi kısalmakta hem de kontaminasyon 

riski en aza indirilmektedir. Floresan oluşumu mevcut DNA miktarı ile doğru 

orantılı olarak artmaktadır. Mikrobiyota çalışmalarında çok sayıda bağırsak 

numunesinde bir hedefi hızlıca ölçebilmeyi sağlayan, yüksek verimli bir 

yöntem olarak tercih edilebilmektedir. Hedef takson veya gruba özgü 

kantitatif primerlerin geliştirilmesi ve kullanılması açısından FISH ile benzerlik 

gösterir. Gerçek zamanlı PZR isimlendirilmesi dışında, kantitatif real time 

PZR, kinetik PZR, homojen PZR gibi isimler de kullanılmaktadır (275). 

 

Patojen belirlenmesi, tek nokta mutasyonlarının belirlemesi, 

metilasyon tespiti, DNA hasarının belirlenmesi, kromozom bozukluklarının 

tespiti gibi çalışmalarda kullanımı olsa da, DNA’nın kopya sayısını sayısal 

değerlere dönüştürme en çok kullanıldığı alanlardır (276). 

 

Yöntemin çalışma prensibinde öncelikle miktarı bilinen hedefe sahip 

örneğin belli bir eşik değerde floresan verdiği PZR siklusu tespit edilir. CT 

(cycle threshold, eşik döngü) referans değeri belirlenir. Buna uygun standart 

eğri oluşturulur. CT, üründeki ilk anlamlı artış olduğu noktayı göstermektedir. 

CT, ürün çoğaltımının doğruluğunu görmede önemli olduğu için qPZR’ın ana 

prensibidir. Örneğin nükleik asit miktarı, standart eğri ile klinik örneğin CT 

değeri karşılaştırılarak hesaplanmaktadır. PZR siklus sayısı ile floresan 

miktarı logaritmik olarak hesaplanır  (277).  Gerçek zamanlı PZR’da 4 ana faz 

bulunmaktadır ( Şekil 7):  

  

1) Lineer faz: Yaklaşık 10-15 döngüden oluşan başlangıç aşamasıdır. 

Bu fazda reaksiyon çok hızlı ilerler ve çoğalma miktarı tespit sınırlarının 

altında olup hesaplama yapılamaz. 
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2) Erken üssel faz: Artış miktarı belirli bir eşik seviyeye ulaşır ve tespit 

edilir. Bu seviyeye CT ya da CP (Crossing Point, Kesişme noktası) adı 

verilmektedir. Bu değer kalıp kopya sayısının hesaplanmasında 

kullanılmaktadır.  

 

3) Üssel Faz: DNA miktarının hızla arttığı dönemdir.  

 

4) Plato Fazı: Artış miktarı, reaktiflerin azalması, ürün miktarının 

artması ve primer-kalıp yerine kalıp-kalıp bağlanmalarının başlamasından 

dolayı, azalır (278).  

 

  

Şekil 7. Gerçek zamanlı PZR fazları 

 

SYBR Green boyaları ve TaqMan probları en çok kullanılan 

kimyasallardır. SYBR Green I, spesifik olmadan herhangi bir çift sarmallı 

nükleik aside bağlanan ve en fazla kullanılan birleştirici boyadır. Çoğalan 

DNA miktarındaki artışla birlikte qPZR cihazında okunan floresanın miktarı da 

eş zamanlı olarak artmaktadır.  SYBR Green I, 497 nm dalga boyunda 
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yükseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Boya 30 amplifikasyon 

döngüsü sonrası yalnızca aktivitesinin %6’sını kaybeder ve çift sarmallı 

DNA’nın küçük oluğuna bağlanır. İşlem öncesi reaksiyon karışımında çift 

zincirli DNA molekülü, primerler ve “SYBR Green I” boyası bulunmakta ve 

bağlı olmayan serbest DNA molekülü çok az bir floresan ısıma 

yapabilmektedir. İlk döngülerde sinyal zayıftır ancak ürün miktarı arttıkça 

floresan miktarı hızla artar. Bu artış qPZR cihazının monitöründen izlenebilir 

(276). 

 

Yöntemin kolay ve ucuz olması yanı sıra bir takım sorunları da 

bulunmaktadır. İstenmeyen PZR ürünlerin çoğalması ile yine floresan açığa 

çıkacağı için her zaman istediğimiz DNA’nın çoğaldığını işaret etmez yanlış 

pozitiflikler mümkündür. Ortamda hedef DNA dizisi olmadığında, primerlerin 

birbiri ile bağlanmaları sonucunda “primer dimer”leri olarak adlandırılan ve çift 

zincirli DNA bölgelerinin oluşumu ile karakterize floresan ışıma gözlenebilir 

(279).  

 

Çoğaltılan DNA’nın istenilen hedef bölge olup olmadığını anlayabilmek 

için DNA’ların erime eğrisi analizlerinin (“melting curve”, “dissociation”) 

yapılması gerekmektedir. Erime eğrisi analizi yapılmak istendiğinde cihaz 

PZR tüplerini yavaşça ısıtmaya başlar. Çift sarmal DNA‟nın %50’sinin tek 

sarmal hale geçmesi için gereken sıcaklık erime sıcaklığı (melting 

temperature= Tm) olarak adlandırılır. Çift zincirli DNA birbirinden ayrılmaya 

başladığında floresan boya serbest kalır ve okunan floresan miktarı da düşer. 

Her bir DNA’nın belirli bir Tm derecesi vardır. Bu erime sıcaklığı çoğalan 

DNA parçalarının uzunluğuna ve içerdiği GC/AT oranına bağlıdır. Tm 

derecesinin farklı olması her ürünün kendine özgü uzunluğu ve gen dizisi 

içermesindendir. Bu yüzden Tm sıcaklığı her ürün için özeldir. Çoğunlukla bu 

yöntemle bilinmeyen iki DNA dizisi karşılaştırılmak istendiğinde yöntem 

güvenilir bir şekilde kullanılabilir. Erime eğrisinden yararlanılarak aplikonun 

Tm değeri saptanabilmektedir. Örneklerin miktar tayinini yapabilmek için bir 

standart eğrinin çizilmesi gerekmektedir. Konsantrasyonu bilinen 
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standartların başlangıçtaki kopya sayılarının logaritmasına karşı Ct 

değerlerinin çizilmesiyle standart eğriler oluşur. Gerçek zamanlı PZR 

işleminin verimliliği, standart eğri ile hesaplanmaktadır. (280). 

 

DNA parçasının çoğaltılmak istenilen bölgesi özel bir bölge ise, bu 

bölgenin saptanmasında floresan bir boya ile işaretli problar kullanılır. Bu 

teknikler “TaqMan” prob, “Molecular beacon”, “Light-up” prob, hibridizasyon 

prob ve “Scorpion” primer gibi floresan işaretli problar kullanılarak yapılan 

yöntemlerdir. TagMan probe yöntemi çoğaltılmak istenilen DNA’ya 

komplementer olan ve floresan bir boya ile işaretlenmiş tek zincirli bir prob 

içerir. 3’ uçtaki baskılayıcı boya (TAMRA) 5' uçtaki reporter (FAM) boyasının 

sinyal oluşturmasını engellemektedir. Çoğaltılma sırasında hedef nükleik asit 

dizisi üzerindeki primerlerin bağlanma bölgeleri arasına “Taq Man” problar 

bağlanırlar. Primerlerin bağlanmasının ardından yeni zincirler oluşmaya 

başlar. Probun bağlı olduğu bölgeye gelindiğinde Taq DNA polimeraz enzimi 

5'→3 ekzonükleaz aktivitesi ile FAM’ı probdan ayırır. Serbest hale geçen 

FAM, sinyal oluşturur ve DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir 

döngüde ürün çoğalımı arttıkça floresan da ona bağlı olarak artmaya devam 

eder (279). İdeal olarak, amplikonun boyutu, optimum PZR verimi için 50 ila 

150 baz olmalı, primer erime sıcaklığı (Tm) 58-60° C arasında olmalı ve 

TaqMan probu Tm, primer Tm'den yaklaşık 10° C daha yüksek olmalıdır 

(237).  

 

Moleküler Boncuk yöntemi, bir diğer qPZR çeşididir. Prensibi diğer iki 

yöntemden farklıdır. Saç tokası şeklindeki yapısının yuvarlak uç kısmı, 

çoğaltılacak DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini içerir. Bu yapının 

düz olan uç kısımları 2 adet florokrom boya içermektedir. Bunlardan 

baskılayıcı florofor, diğer boyanın floresansını engeller. Çoğaltılmak istenilen 

DNA bölgesi PZR ile çoğalmaya başladığında prob hedef DNA dizisine göre 

dizayn edildiğinden birbirleri ile karşılaştıklarında konformasyonu değişir ve 

düz, çift zincirli hale geçer. Moleküler boncuk hedef nükleik asit dizisi ile 

hibridize olur olmaz boncuk molekülünün yapısı değişir. Boyalar da 
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birbirlerinden uzaklastığından floresan miktarı artar. Tetkik, floresan ölçümü 

ile sonuçlanır (281).  

 

Hibridizasyon Prob yöntemi, iki farklı prob dizayn edilerek oluşturulmuş 

bir diğer qPZR yöntemidir. 3’ ucunda floresans isaretli boya (donor), 5' 

ucunda alıcı boya (acceptor) bulunmaktadır. PZR reaksiyonu sırasında bu iki 

prob hedef nükleik asit dizisine bağlanıp birbirine yaklaştığında bir enerji 

yayılımı olur. Enerji “donor” boyadan “acceptor” boyaya transfer olur. Bu 

enerji transferi sonucunda oluşan floresans miktarı PZR süresince oluşan 

ürün miktarı ile doğru olarak artar (282). 

 

Kantitatif PZR, bağırsaktaki bakterileri ölçmek için son derece güçlü ve 

kullanışlı, yüksek verimli bir yöntem olduğunu kanıtlamıştır. 

 

2.2.6. Bağırsak mikrobiyotası ve inflamatuvar bağırsak hastalığı ilişkisi 

 

Distal ileum ve kolon yüksek konsantrasyonda mikroorganizma içeren 

bölgelerdir. Bu mikroorganizmaların daha önce de bahsedildiği gibi birçok 

önemli fonksiyonu vardır. Ancak genetik olarak yatkın kişilerde bazı 

mikroorganizmalar ve ürünleri İBH’ye neden olabilmektedir. Mikrobiyotadaki 

bu değişiklikler, çocuklarda hastalık tanısının ilk olarak konulduğu 

zamanlarda da saptanmıştır. Bu bulgu disbiyozun; klinik hastalıktan önce 

gelebileceğini, uzun süredir devam eden inflamasyon ve tıbbi tedaviden 

bağımsız olarak gelişebileceğini düşündürmektedir (283). Bu mikrobiyal 

değişikliklerin İBH'nin sebebi mi, yoksa İBH sonucu oluşmuş olan 

değişikliklerin bir sonucu mu olup olmadığı henüz açık değildir. İlginç olarak, 

ÜK hastalarından alınan mikrobiyota örnekleri farelere transfer edildiğinde, 

Th17 tepkilerinin indüklendiği görülmüştür. Bu durum, bu bakterilerin 

hastalarda gözlenen düzensiz T hücre tepkilerine katkıda bulunabileceğini 

göstermektedir. Bu güne kadar hiçbir tek ajanın İBH ile tutarlı bir ilişkisi tespit 

edilememiştir. Halen geçerli olan hipotez; bağırsak bakteri topluluklarındaki 

değişikliklerin İBH ile ilişkili iltihapların başlatılmasına ve/veya sürdürülmesine 
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katkıda bulunabileceğidir (284). Fekal mikrobiyota, uzun zamandır potansiyel 

bir risk faktörü, tedavi yanıtındaki heterojenliğin bir açıklaması veya terapötik 

müdahalenin yeni bir noktası (örneğin fekal transplantasyon ) olarak İBH'de 

yer almaktadır. Yapılan çalışmalarda İBH, bağırsak mikrobiyotası ile 

ilişkilendirilmiştir. Birçok çalışmada İBH ile genel olarak bozulmuş bir 

bağırsak ekolojisi ve çeşitliliğinin azalması arasında bir ilişki bulunmuştur. 

Ancak, bağırsak bileşimlerindeki muazzam karmaşıklık ve bireyler arası 

yüksek değişkenlikler nedeniyle bu durumu açıklamak zor olmaktadır. 

 

Tablo 2. İBH’de artan ve azalan bakteriler 
 

 İBH’de Artan İBH’de Azalan 

   

Mikrobiyal 

Komposizyon 

 Proteobacteria 

 Escherichia coli 

 Fusobacterium spp. 

 Ruminococcus 

gnavusa 

 Pasteurellaceae 

 Veillonellaceae 

 

 Bifidobacterium 

spp. 

 Groups IV and 

XIVA Clostridium  

 Faecalibacterium 

prausnitzii  

 Roseburia spp. 

 Suterella spp. 

 Bacteroides  

 

Mikrobiyal 

Fonksiyon 

 Amino asit 

transportu 

 Sülfat transportu 

 Oksidatif stres 

 Tip 2 sekresyon 

sistemi 

 SCFAs 

 Bütirat 

 Amino asit 

biyosentezi 

 

 İnflamatuar Bağırsak Hastalığı, Inflammatory Bowel Disease 

Multi'omics Data Base (IBDMDB) projesi, her biri insan mikrobiyom projesinin 

bir parçası olan beş klinik merkezden 132 kişiyi, bir yıl sure ile takip ederek 

oluşturulmuştur. Bu proje kapsamında, 1.785 dışkı örneği (her iki haftada bir), 

651 bağırsak biyopsi örneği ve 529 kan örneği analiz edilmiştir. IBDMDB ile, 

mikrobiyomdaki çeşitli farklılıklar tanımlanmış ve hastalık sürecindeki immün 

tepkiler anlaşılmaya çalışmasıdır.  Bu çalışmada, İBH hastalarında, hem aktif 

hem de remisyon dönemlerindeki mikrobiyal bileşimleri de tanımlanılmaya 
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çalışılmıştır. Hastalığın remisyon zamanlarında, kontrol grupların benzer ve 

‘baseline’ olarak tanımlanan düzeyde olduğu gösterilmiştir. Çalışmada, 

spesifik hastalık durumuna bakılmaksızın, genel bir inflamatuvar yanıt için, 

ortak birçok özelliği paylaşan, yüksek oranda farklı mikrobiyal 

kompozisyonlari olan disbiyoz skoru tanımlanmıştır. Disbiyoz, iltihaplanmayla 

birlikte, açilkarnitin havuzları ve safra asitlerinde büyük değişimler ve artan 

serum antikor seviyeleri gibi, sistemik düzensizliğe neden olan diğer konakçı 

ve biyokimyasal değişiklikler ile de ilişkilendirilmiştir. Çalışma ile konakçı-

mikrobiyom etkileşimlerinin stabilitesi ve dinamikleri karakterize edilmiştir. 

Mikrobiyota ve bağışıklık tepkilerinin özellikle kontrol grubundaki sağlıklı 

bireyler ile kıyaslandığında İBH katılımcılarında belirgin olarak daha az kararlı 

olduğu vurgulanmıştır (285).  

 

İBH’li olgularda sağlıklı bireylerle karşılaştırıldıklarında anti-

inflamatuvar kapasiteye sahip bakterilerin sayılarında azalma, inflamatuvar 

kapasiteye sahip bakterilerin sayısında ise artış gözlenmektedir. Dikkati 

çeken en önemli değişiklikler; bağırsak mikrobiyotasındaki çeşitliliğin 

azalması yanı sıra,  Bacteroidetes (Alistipes, Barnesiella vs.) ve Firmicutes 

(Faecalibacterium, Oscillibacter, Agathobacter, Ruminococcus, vs) türü 

bakterilerin yoğunluklarındaki düşüklüktür. Bifidobacterium adolescentis ve 

Faecalibacterium prausnitzii gibi anti-inflamatuvar kapasiteye sahip 

bakterilerin yoğunluklari azalmıştır. F. prausnitzii'nin anti-inflamatuvar 

etkisinin bütirat üretmesinden kaynaklandı bilinmektedir. Sağlıklı kontrollerle 

karşılaştırıldığında CH olan kişilerde, F. prausnitzii, Blautia faecis, Roseburia 

inulinivorans, Ruminococcus torques ve Clostridium lavalense bakterilerinin 

miktarlarının azaldığı gözlenmiştir. F. prausnitzii sayısındakı azalma, cerrahi 

sonrası ileal relapslar ile ilişkilendirilmiştir (286, 287). ÜK hastalarında ise, 

relaps sonrası F. prausnitzii popülasyonunundaki düzelmenin,  klinik olarak 

remisyonun sürdürülmesi ile ilişkili olduğu sonucuna varılmıştır. Sokol ve ark., 

F. prausnitzii ile uyarılmış insan periferal kan mononükleer hücrelerinin IL-10 

üretimini indüklediğini; IL-12 ve IFN-gama gibi inflamatuvar sitokinlerin 

üretimini inhibe ettiğini göstermişlerdir. Ayrıca, genetik olarak İBH riski 
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taşıyan sağlıklı bireylerin bağırsak mikrobiyotasında Roseburia spp. cinsinde 

önemli bir azalma olduğunu da göstermişlerdir (Tablo 2) (288, 289). 

 

İBH hastalarında Proteobacteria grubunda ve çoğunlukla da E. coli' de 

göreceli bir artış söz konusudur. Özellikle yetişkin CH’de izole edilen E.coli 

grubu, proinflamatuar özelliğe de sahip olan, entero invaziv E. Coli (EİEC) 

'dir. Sağlıklı bireylerde EİEC kolonizasyonunun oranı %6 bulunurken, CH 

olan bireylerde bu oran %38 olarak bulunmuştur (289). Moustafa ve ark, 

sağlıklı kontrollere kıyasla, İBH hastalarında hem E. coli hem de Clostridium 

perfringens'in enterotoksin, hemoglobin proteaz, hemolizin A, hemolizin B, 

hemolizin C, hemolizin D, sitotoksik nekrotizan faktör 1 gibi virülans 

faktörlerinin prevalansının arttığını gözlemişlerdir. CH’de bu prevalansın ÜK 

hastalarına göre daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir (290). Bağırsak 

epiteline yapışma kabiliyetine sahip olan patojenik bakterilerin artışı, bağırsak 

geçirgenliğini etkiler, bağırsak mikrobiyatasının çeşitliliğini ve bileşimini 

değiştirir. Sonuç olarak bağırsak iltihabının indüklenmesine neden olan 

tepkiler ortaya çıkar. İBH hastalarında Runinococcus gnavas ve 

Ruminococcus torques gibi mukolitik bakterilerin artması ile ilişkili olarak 

mukoza ile ilişkili bakterilerde artış bildirilmiştir (288). 

 

Mycobacterium avium subsp para-tuberculosis (MAP), İBH 

etyopatogenezinde rol oynayan tetikleyici faktör olarak tartışılan aerobik 

patojenik bakteridir. MAP, insan dışında primatlar ve köpekler dahil olmak 

üzere, sığırlarda ve diğer türlerde kronik koliti uyarmaktadır. Sığırlarda MAP 

kaynaklı bağırsak iltihaplanması John hastalığı olarak adlandırılır ve insan 

CH ile klinik ve histolojik özellikleri aynıdır. MAP’ın bağırsak inflamasyonuna 

olan katkısı ile ilgili bilgiler, CH üzerine yapılmış birçok çalışmaya 

dayanmaktadır. NOD2 varyantına sahip olan CH hastalarında, MAP’in hatalı 

olarak tanımlanması ve otofaji ile ilgili ATG16L1 geninde eksiklik olan 

farelerin makrofajlarında MAP kalıcılığının gösterilmesi, MAP'in intestinal 

inflamasyondaki rolünün en önemli kanıtlarıdır. Tüm bunlar patojenik 
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bakterilerin, genetik açıdan duyarlı konakçılarda kronik bağırsak iltihabına 

neden olabileceğini göstermektedir (291). 

 

İBH patogenezinde bakterilerin yanı sıra, bu bakterilerin ürettiği 

metabolik ürünler de sorumlu tutulmaktadır. Örneğin, Alistipes, F. prausnizzi 

ve Clostridium cluster IV, XIVa, XVIII gibi bütirat üreten bakterilerin 

azalmasının bir sonucu olarak İBH hastalarında kısa zincirli yağ asitlerinin 

konsantrasyonunun azaldığı rapor edilmiştir (286, 287). Bu azalma,  kısa 

zincirli yağ asitlerinin epitelyal hücre bütünlüğünün ve Treg hücrelerinin 

düzenlenmesi açısından gerekli olması nedeniyle önemlidir. Bağırsak epitel 

hücrelerine zarar veren ve mukozal iltihaplanmaya neden olan hidrojen 

sülfat, sülfatın indirgenmesi sonucu oluşmaktadır. Sülfatin indirgenmesine 

neden olan Desulfovibrio gibi bakterilerin, İBH hastalarında artmış olduğu 

bulunmuştur. Ayrıca bu hastalarda farklı bireylerde farklı taksonların 

etkilenmesiyle ortaya çıkan; oksidatif stres yolaklarında bir artış, karbonhidrat 

metabolizmasında ve amino asit biyosentezinde bir düşüş de rapor edilmiştir 

(Tablo 2) (292). 

 

Bugüne kadar İBH etiyolojisinde mantar, archaea ve virusleri içine alan 

diğer önemli mikroorganizmaların rolü geniş ölçüde göz ardı edilmiştir. 

Gelişen teknolojik yeni tanımlama yöntemleri ile daha az tanınan 

mikroorganizmalar da artık tanımlanmaya başlanmıştır. İBH’de bakteriyel 

mikrobiyota yanı sıra, fungal mikrobiyota değişiklikleri de rapor edilmiştir. 

Saccharomyces cerevisiae’nin mannana karşı oluşan antikorları CH ile 

ilişkilendirilmiş; Card9 gibi İBH ile ilişkili birkaç genin, mantarlara karşı immün 

tepkilerde rol oynadığı görülmüş; farelerde yapılan çalışmalarda da bağırsak 

iltihabının mantarların çoğalmasını tetiklediği tespit edilmiştir. Bu bulgular,  

fungal mikrobiyota ve İBH patogenezi arasında bağlantı olabileceğini 

düşündürmüştür. Bazı mantarların, iltihaplanma duyarlılığını negatif (Candida 

albicans) veya pozitif (Saccharomyces boulardii) şekilde düzenleyebileceği 

görülmüştür. Fare deneylerinde, mantarların algılanmasında majör olan 

Dectin-1 veya Card9 gibi genlere sahip olmayan farelerde artmış bir mantar 
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mikrobiyota yükü bulunmuş ve kolite daha yatkın oldukları tespit edilmiştir. 

Sokol ve ark.’nın yaptığı çalışmada, Basidiomycota'nın yoğunluğunun arttığı 

ve Ascomycota yoğunluğunun azaldığı tespit edilmiştir. 

Basidiomycota/Ascomycota yoğunluk oranı, alevlenme döneminde, remisyon 

dönemine göre ve hastalarda sağlıklı deneklere göre artmış olarak 

bulunmuştur. Malassezia sympodialis ve Saccharomyces  (özellikle S. 

cerevisiae ) türlerinde de azalma tespit edilmiştir. C. albicans, İBH’li 

hastalarda ve özellikle alevlenmede bol miktarda bulunmuştur (293).  

 

Hem metod hem de analitik zorluklar nedeni ile bağırsak virom 

yapısını değerlendiren çalışmalar sınırlı sayıdadır. Bu çalışmalar da 

bağırsaktaki viral topluluğun çoğunluğunu oluşturan bakteriyofajlar üzerine 

yoğunlaşılmıştır. Böyle bir çalışmada, İBH hastalarında Caudovilales 

bakteriyofajında belirgin bir genişleme gözlenmiştir. Başka bir çalışmada da, 

CH ve ÜK hastalarının kolonik mukozasında Herpesviridae transkripti 

bildirilmiştir (286). Ungaro ve ark.’nın yakın zamanda yaptıkları bir çalışmada, 

ÜK hastaları arasında Hepadnaviridae transkriptinin; CH hastaları arasında 

da Hepeviridae seviyelerinin yüksek olduğu gösterilmiştir. ÜK, düşük 

seviyelerde Polidnaviridae ve Tymoviridae viromu ile karakterize edilirken, 

CH, düşük seviyelerde Virgaviridae ile ilişkilendirilmiştir (294). Yapılan bu 

çalışmalarda yazarlar, ökaryotik viruslerin de bağırsak iltihabı ile ilişkili 

olduğunu ve İBH tedavisi için antivirallerin geliştirilmesi gerekliliğini 

vurgulamışlardır. 

 

Yukardaki verilerden de anlaşılacağı üzere, bağırsak mikrobiyotası ve 

metabolik ürünlerinin, İBH patogenezinde önemli bir payının olduğu 

görülmektedir.  
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2.2.7. Çalışmamızda kullanılan bakterilerin genel özellikleri 

  

Çalışmamızda sekiz adet bakteri kullanılmıştır. Bu bakterilerin genel 

özellikleri aşağıda özetlenmekte ve sınıflandırılması Tablo 3’de 

görülmektedir. 

 

Tablo 3. Çalışmamızda kullanılan bakterilerin sınıflandırılması 
 

Tür Cins  Aile  Takım  Sınıf  Filum  

A. mucinophilia Akkermansia Verrucomircobiaceae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiae Verrucomicrobia 

B. fragilis Bacteroides Bacteroidaceae Bacteroidales Bacteroidia Bacteroidetes 

Bifidobacterium 
spp. 

Bifidobacterium  Bifidobacteriaceae Bifidobacteriales Actinobacteria Actinobacteria 

E. coli Eschericha Enterobacteriaceae Enterobacteriales Gammaproteobacteria Proteobacteria 

F. prausnitzii Faecalibacterium Ruminococcaceae Clostridiales Clostridia Firmicutes 

F. nucleatum Fusobacterium Fusobacteriaceae Fusobacteriales Fusobacteria Fusobacteria 

Lactobacillus 
spp. 

Lactobacillus  Lactobacillaceae Lactobacillales Bacilli Firmicutes 

P. intermedia Prevotella Prevotellaceae Bacteroidales Bacteroidia Bacteroidetes 

 

 

2.2.7.1. Akkermancia mucinophilia 

 

Akkermansia muciniphila, Verrucomicrobia filumunun bir bakterisidir. 

A. muciniphila varlığı sağlıklı bağırsak ile ilişkilidir ve bolluğu çeşitli hastalık 

durumlarıyla ters orantılıdır. A. muciniphila, kalın bağırsağın mukus 

tabakasında bulunur ve burada bağırsak bütünlüğünü korumaya dahil olur. 

Bağırsakta immün sistem regülasyonuna katılır ve bağırsak bariyer 

fonksiyonunu koruyucu role sahiptir. Faecalibacterium prausnitzii ile birlite 

bağırsakta bütirat üretiminde rolü vardır (295). 
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2.2.7.2. Bacteroides fragilis grup 

 

Bacteroidetes, memeli gastrointestinal kanalında sayıca çok bol 

miktarda bulunan zorunlu anaerobik, hareketsiz Gram negatif bakterilerden 

biridir. İnsanda genelde kommensal olarak kolonda normal flora üyesi olarak 

bulunur. B. fragilis, Bacteroides cinsi içinde en sık görülen tür olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Yapılan çalışmalarda Bacteroides’in, bağırsak 

epitelinin glikosilasyonunu indükleyen, konakçı kullanımı için karbonhidratları 

sindiren, immün sistemi güçlendiren ve İBH hayvan modellerinde bağırsak 

inflamasyonundan koruyan bir bakteri cinsi olduğu gösterilmiştir (296). 

 

2.2.7.3. Bifidobacterium spp 

 

Bifidobacterium cinsinin üyeleri, Gram-pozitif, zorunlu anaerobik, 

hareketli olmayan, spor oluşturmayan bakterilerdir. Nispeten uzun, ince, 

polimorfik yapıda basillerdir. Bazı türleri çatallanma ve dallanma gösteren 

yapılar oluşturabilir. Katı besi yerinde beyaz, parlak, kenarları düzensiz 

koloniler oluştururlar. İnsan ve hayvan bağırsak mikrobiyotasının en önemli 

bileşenleridir. Anne sütü ile beslenen çocukların gastrointestinal florasının 

büyük çoğunluğunu oluşturmaktadırlar. Yetişkin insanlarda ağız boşluğu, 

vajen ve bağırsak florasında tespit edilirler. Bifidobacterium türleri içerisinde 

B. dentium, tek patojen tür olarak söylenmektedir. Ancak B. longum ve B. 

breve ile oluşan infeksiyonlar da bildirilmiştir (297). Bifidobacterium'un 

patojenik potansiyeli belirsizliğini korumaktadır. 

 

Bu cins 50'den fazla türden oluşur, insanlarda sadece 10 tür bulunur. 

Emzirilen bebeklerde Bifidobacterium bağırsak mikrobiyotasının %80'inden 

fazlasını oluştururken, yetişkinlerde dışkı florasının sadece %3-6'sını 

oluştururlar. Tür dağılımı bebeklerde ve yetişkinlerde farklıdır; 

Bifidobacterium adolescentis ve Bifidobacterium longum subsp. longum 

yetişkin bağırsak florasındaki ana bifidobakteriyel türlerdir ve Bifidobacterium 

longum subsp. infantis ve Bifidobacterium breve, insanda bebeklerin 
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bağırsak kanalındaki baskın türlerdir. Bifidobacterium cinsinin bazı seçilmiş 

üyeleri, patojenlerle rekabetçi olarak savaşır, bağışıklık sisteminin 

modülasyonunu yapar ve diyetten türetilmiş karbonhidratların parçalanmasını 

sağlayarak konakçıya avantaj sağlar. Bifidobacterium bu etkileri nedeniyle, 

hastalıkları önlemek veya tedavi etmek amacıyla, diğer laktik asit bakterileri 

ile kombinasyon halinde probiyotik ürünlere eklenirler (298). 

 

2.2.7.4. Faecalibacterium prausnitzii 

 

F. prausnitzii türleri, Firmicutes filum, Clostridium sınıfı, 

Ruminococcaceae familyasında bulunan sporsuz Gram pozitif anaerop 

bakteridir. Bağırsak fizyolojisi için önemli olan bütiratın üretimini sağlayan 

başlıca bakterilerden biridir. Bütirat, kolonositler için ana enerji kaynağı olup, 

kolorektal kanser ve İBH’ya karşı koruyucu özelliklere sahiptir. F. prausnitzii 

ayrıca, bağırsak bariyer fonksiyonunu arttıran ve paraselüler geçirgenliği 

etkileyen metabolitlerin salınması yoluyla da iltihabın şiddetini azaltmaktadır 

(299). 

 

2.2.7.5. Fusobacterium nucleatum  

 

Sporsuz, düz veya kıvrık, uzun, ince, zorunlu anerop, gram negatif 

basillerdir. F.nucleatum zor üreyen bir bakteridir. Ağız boşluğu, 

gastrointestinal kanal ve genital bölgede komensal olarak bulunmaktadır. 

Ağız bakımı iyi olmayan kişilerin diş etlerinde bol mitarda bulunmuştur. Beyin, 

plevra, akciğer ve karaciğer apselerine neden olabilir (300). F. nucleatum 

varlığı ile insan kolorektal kanseri arasında bir ilişki, hem hasta 

popülasyonlarında hem de hastalık aşamalarında ortaya çıkmıştır. 

Araştırmacılar F. nucleatum türünü kolorektal kanserli hastalarda kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak yüksek bulmuşlardır. Epitel hücrelere E-cadherin 

bağlandığı zaman, türün virülans faktörü olan FadA uyarılmaktadır, nüklear 

faktör kappa B aktive olmaktadır. Böylece F. nucleatum türü ile sitokinlerden 

özelikle TNF-α ve IL-10 seviyeleri artışmıştır. Uzun zamandır F. 
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nucleatum’un, farklı enfeksiyonlara sahip hastalardan, anaerobik 

numunelerde sıkça izole edildiği ve tanımlandigi ve fırsatçı bir patojen olarak 

kabul edildiği görülmektedir (301, 302). 

 

 2.2.7.6. Eschericha coli 

 

Gezegende bulunan bütün memeli canlılar E.coli ile kolonize olmuş 

durumdadır. Bebeklerde ilk kolonize olan bakterilerden bir tanesidir ve bir 

yetişkin ömrü boyunca bu bakteri ile kolonize kalacaktır. E. coli'nin nasıl 

kolonize olduğu ve nasıl hastalığa neden olduğu hala tam olarak 

anlaşılmamıştır. Yapılan çalışmalar, E. coli suşlarının kalın bağırsağa 

ulaştığında, kolonileşmek için mukus tabakasına girdiğini ve farklı suşlarda 

farklılık göstermekle birlikte orada besinleri büyüme amacıyla kullandığını 

göstermektedir (303). E.coli, Escherichia ailesinde bulunan, insan için önemli 

bir fırsatçı patojen, kalın bağırsağın en yaygın fakültatif anaerop gram negatif 

bakterisidir. Yaklaşık 2-6 µm boyunda, 1-1,5 µm eninde, düz, uçları yuvarlak 

bir basildir (304). 

 

E.coli’ nin özellikle invaziv tipi CH’da yüksek miktarda tespit edilmiştir. 

Bu invaziv E.coli, epitel hücrelerini istila edebilir, makrofajlarda hayatta 

kalabilir ve biyofilmler oluşturabilir. Fizyolojik şartlarda, E. coli'nin hayatta 

kalması, reaktif oksijen türlerinin seviyelerindeki artışa ve konağın 

bağırsaklarında normal koşullarda koruyucu bir etki sağlayan kommensal 

bakteri popülasyonlarındaki düşüşe bağlıdır (303).  

  

2.2.7.7. Lactobacillus spp. 

 

Lactobacillus, doğa da yaygın olarak bulunmakta ve insan ağız 

boşluğu, gastrointenstinal ve üregenital sistem floralarında karşımıza 

çıkmaktadır. Yeni doğanda ve puperteden menopoza kadar olan dönemdeki 

erişkin kadın vajen florasında bulunmaktadır. Vajen florasında glukojenden 

laktik asit oluşturarak pH’yı düşürür ve patojen mikroorganizmalardan korur. 
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Bu bakterilerin yapısı ince, uzun ve silindir şeklinde olabilmekle beraber, 

tombul ve kısa da görülebilen gram pozitif basil şeklindedir. Üreyebilmek için 

mikroaerofilik veya aneorob ortama gereksinim duysalar da, aerobik özellik 

de kazanabilirler. Rogosa seçici besi yerinde kolaylıkla üremektedir (297). 

 

 İnsan ve hayvan bağırsak mikrobiyotasından çok sayıda Lactobacillus 

suşu izole edilmiştir. Bu bakteri grubu, gastrointestinal sistemin stabilitesini 

korumak, bağırsak enfeksiyonlarını önlemek ve genellikle bağırsak sağlığını 

desteklemek için önemlidir. Lactobacillus, hastalıklarla ilişkilendirilmemiş ve 

patojenik olmadığı kabul edilmiştir (305).  

 

2.2.7.8. Prevotella intermedia 

 

Prevotella türleri ağız boşlığu, diş eti, vajen florası ve bağırsakta 

kommensal olarak bulunmaktadır. P. intermedia; gram negatif, küçük, basil 

veya kokobasil şeklinde olup pigmentli Prevotella türleri arasındadır. Kanlı 

besi yerinde 2-21 gün arasında pigment oluştururlar. Sakkorolitik oldukları 

için metabolik son ürünleri asetik ve süksinik asittir. P. intermedia ‘nın baş 

boyun plevral enfenksiyonlara neden olabileceği bildirilmiştir (306).   

 

Prevotella intermedia'nın uzun süredir periodontal hastalıklar, 

periapikal periodontit, akut gangrenöz hastalıklar ile ilişkili olduğu 

bilinmektedir. Oral hastalıklara dahil olmasının yanı sıra, Prevotella 

intermedia'nın solunum yolunda kolonize olduğu ve kistik fibroz ve kronik 

bronşit ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (307); P. intermedia türünde, tripsin 

benzeri serin proteazlardan dipeptidil peptidaz IV ve sistein proteaz gibi 

birkaç proteaz tanımlanmıştır. Virulans faktörü olan bu proteazlar hücre 

yüzeyinden bakteriyal proteinlerin salınımına, immünglobulinlerin aktivasyonu 

ile adaptif immün sistem cevabının oluşumuna neden olmaktadırlar (308). 
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3. HASTALAR VE YÖNTEM 

 

3.1. Etik Kurul Onayı 

 

Tez çalışmasına dair etik kurul onayı, Ondokuz Mayıs Üniversitesi 

Klinik Araştırmalar Etik Kurulu tarafından verilmiştir. Çalışma örnekleri 

Samsun Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Gastroenteroloji bilim 

dalına başvuran hastalardan seçilmiştir. Çalışmaya katılan hasta ve sağlıklı 

kişiler gönüllü olarak çalışmaya katılmış, çalışmaya dair bilgi verilmiş ve 

kendi rızaları ile onam formunu imzalamıştır. Etik kurul onayı EK-1’de 

verilmiştir. 

 

3.2. Hasta Seçimi    

 

Tek oran testi power analizi sonucuna göre çalışmaya 22 hasta ,22 

sağlıklı olmak üzere toplam 44 gönüllü dahil edildi. Katılımcılardan sağlık 

bilgilerini toplamak amacı ile hastane nükleus verileri toplandı ve tüm 

konularda bilgilendirilmiş onam formu alındı. Çalışmaya katılan hastalar, 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Gastroenteroloji 

bölümüne başvuran gönüllülerden seçildi. Gönüllü hasta ve sağlıklı 

kontrollerin çalışmaya dahil edilme ve dışlanma kriterleri Tablo 4’te 

listelenmiştir. 

 

3.3. Örneklerin Toplanması ve Veriler 

 

Gönüllülere, kendilerine verilen gaita toplama kabına ceviz 

büyüklüğünde (10-20 gr kadar) gaita örneğini özel bir kaşık yardımı ile steril 

plastik bir tüpe aktarmaları söylendi. Gaita örneklerinin 2 saat içinde 

laboratuvara ulaştırılması sağlandı. Örnekler 200 mg olacak şekilde tartılarak 

2 mL’lik mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı ve çalışma gününe kadar  -80°C de 

saklandı. 
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Tablo 4. Hasta ve sağlıklı kontrollerin çalışmaya dâhil edilme ve dışlanma 
kriterleri 
 

Gönüllülerin Araştırmaya Dahil Edilme Kriterleri 

Çalışmaya dahil edildiği tarihte 18 ile 65 yaş arasında bulunuyor olması 

Gıda alerjisi olmaması 

Malabsorbsiyon olmaması 

İnvaziv enfeksiyona sahip olmaması 

3 ay öncesine kadar antibiyotik kullanmamış olması 

4 hafta öncesine kadar kortikosteroid kullanmamış olması 

Son 3 ay içerisinde prebiyotik/probiyotik tedavisi almamış olması 

Çalışmadan 3 ay öncesine kadar kolon temizliği yapılmamış olması 

Gönüllülerin Dışlanma Kriterleri 

Çalışmaya dahil edildiği tarihte 18 yaşından küçük, 65 yaşından büyük olması 

Gıda alerjisi olması  

Malabsorbsiyon olması 

İnvaziv enfeksiyona sahip olması 

Son 3 ay içerisinde antibiyotik kullanmış olması 

Son 4 hafta içerisinde kortikosteroid kullanmış olması 

Son 6 ay içerisinde prebiyotik/probiyotik tedavisi almış olması 

Çalışmadan 3 ay öncesine kadar kolon temizliği yapılmış olması 

 

Hastaların kayıtları geriye dönük olarak hastane nükleus sistemi 

üzerinden tarandı. Hastaların klinik bulguları ile ilgili detaylı bilgi, hemeglobin, 

lökosit, trombosit, C-reaktif protein (CRP), eritrosit sedimentasyon hızı (ESH) 

seviyeleri kayıt edildi.  

 

3.4.  Mikrobiyolojik İnceleme 

  

İnflamatuvar bağırsak hastalıklı kişiler ve sağlıklı kontrollerden alınan 

gaita örneklerinin moleküler mikrobiyolojik incelemesi aşağıdaki protokole 

uygun olarak gerçekleştirildi. Çalışma koşulları ve malzemelerin kullanılması 

sürecinde kontaminasyona karşı genel laboratuvar önlemleri alındı. 
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3.4.1. Gaita örneklerinin hazırlanması 

 

Gaitada örneklerinde çok sayıda DNA izolasyon inhibitörleri 

bulunmakta ve bu nedenle DNA ekstraksiyon işleminde problemler 

yaşanmaktadır. Çalışmada bu sorunları en aza indirmek amacıyla gaita için 

özel ekstraksiyon kiti olan QIAmp® Fast DNA Stool Mini Kit (QIAgen, Hilden 

Germany) kullanılmıştır ve üretici firma talimatları doğrultusunda DNA izole 

edilmiştir. DNA ekstraksiyonu aşağıda sırası ile belirtilen protokole göre 

gerçekleştirildi: 

 

1. İçinde 200 mg gaita örneği bulunan 2mL tüplerin içine 1mL InhibitEX 

tamponu ilave edilerek homojenize etmek için 1 dakika vortex işlemi yapıldı. 

2. Karışım homojenize olana kadar yaklaşık 1 dakika vorteks yapıldıktan 

sonra ısı bloğu üzerinde 95ºC’de 10 dk boyunca inkübe edildi. 

3. İnkübasyon sonunda dışkı partiküllerinin çökmesi için 1 dakika boyunca 

14,000 rpm’de santrifüj edildi. 

4.  200 µL süpernatant toplanıp içerisinde 15µL Proteinaz K bulunan 2 mL’lik 

mikrosantrifüj tüplerine alındı.  

5. Üzerine 200 μL Buffer AL eklendi ve vortekslenerek 70ºC’de 10 dakika 

boyunca inkübe edildi. 

7. Üzerine 200 μL %96-100’lük etanol eklendi ve vortekslenerek karıştırılarak 

QIAamp spin kolona aktarıldı.  

8. Kapak kapatılıp 1 dakika 14,000 rpm’de santrifüj edildi. QIAamp spin kolon 

yeni bir 2 mL’lik toplama tüpüne alındı.  

9. Spin kolonun ağzı dikkatlice açılarak 500 μL Buffer AW1 eklendi. Kapak 

kapatılıp 1 dakika 14,000 rpm’de santrifüj edildi. QIAamp spin kolon yeni bir 2 

mL’lik toplama tüpüne alındı ve filitrat içeren toplama tüpü atıldı. 

10. Spin kolounun ağzı dikkatlice açıldı ve üzerine 500 μL Buffer AW2 

eklendi. Kapak kapatılıp 14,000 rpm’de santrifüj edildi. Filtrat içeren toplama 

tüpü atıldı. 

11. Spin kolon yeni bir 2 mL’lik toplama tüpüne alındı ve 3 dakika 14,000 

rpm’de santrifüj edildi. 



81 
 

12. Spin kolon yeni ve örnek kodunun yazıldığı 1,5 mL’lik mikrosantrifüj 

tüpüne alındı. Spin kolonun kapağı dikkatlice açılarak içine 200 μL Buffer 

ATE doğrudan QIAamp membranı üzerine eklendi. Kapağı kapatılıp 1 dakika 

oda ısısında inkübe edildi. Daha sonra DNA için 1 dakika santrifüj edildi. 

13. Elde edilen örnekler gerçek zamanlı PZR yapılma gününe kadar 

buzdolabının -20°C’lik bölümüne saklamaya kaldırıldı. 

 

3.4.2. Çalışmada kullanılacak bakterilerin hazırlanması 

 

Çalışmada toplamda sekiz adet bakterinin varlığı araştırıldı (Tablo 5).  

Eschericha coli ATCC 25922 suşu, Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim dalı laboratuvarı kültür koleksiyonundan; 

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 suşu, Kocaeli Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Tıbbi mikrobiyoloji Anabilim dalı laboratuvarı kültür 

koleksiyonundan;  Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Bifidobacterium 

animalis ssp lactis suşları, Ondokuz Mayıs Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

mikrobiyoloji laboratuvarı kültür koleksiyonundan; Bacteroides fragilis ve 

Prevotella intermedia suşları, Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Anabilim dalı laboratuvarı kültür koleksiyonundan temin 

edilmiştir. Çalışmada kullanılan bakterilere ait primer dizisi, hedef bölge 

büyüklüğü ve PZR bağlanma ısıları ile birlikte Tablo 5’te listelenmiştir. 
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Tablo 5. Çalışmada kullanılan bakterilere ait primer dizisi, hedef bölge 
büyüklüğü ve PZR bağlanma ısısı 
 

 

 

3.4.2.1. Bakterilerden DNA izolasyon işlemi 

  

Çalışmada kullanılacak bakterilerin besi yerinde üreyen kolonilerinden 

bir öze dolusu alındı. İçerisinde 500 μl steril distile su bulunan mikrosantrifüj 

tüpüne aktarılarak vorteks işlemi uygulandı. Homojen hale gelen karışım, 

önceden 100°C'ye ayarlanmış kuru blokta 15 dakika inkübe edildi. İşlem 

sonunda mikrosantrifrüj tüpleri santrifüj cihazında 15.000 rpm'de 4°C'de 20 

dakika işleme tabi tutuldu. Daha sonra süpernatantlar temiz tüplere aktarıldı. 

DNA miktarının tayini ve izolasyonun kontrolü amacı ile örneklerin Nano drop 

Bakteri Adı Primer 

Adı 

Primer Dizisi Hedef 

Bölge 

Büyüklüğü 

(bç) 

Annealing 

Sıcaklığı 

(0C) 

 

Referans 

Bacteroides 

fragilis grup 

BAC-F 5’ ATA GCC TTT CGA AAG RAA GAT  3’  495 50 (309) 

BAC-R 5’ CCA GTA TCA ACT GCA ATT TTA 3’  

Bifidobacterium 

spp. 

BIF-F 5’ GGG TGG TAA TGC CGG ATG 3’  550 55 (309) 

BIF-R 5’ TAA GCG ATG GAC TTT CAC ACC 3’ 

Eschericha coli ESC-F 5’ GTT AAT ACC TTT GCT CAT TGA 3’  195 63 (310) 

ESC-R 5’ ACC AGG GTA TCT AAT CCT GTT 3’  

Faecalibacterium 

prausnitzii 

FAE-F 5’ GAT GGC CTC GCG TCC GAT TAG 3’  199 58 (310) 

FAE-R 5’ CCG AAG ACC TTC TTC CTC C 3’  

Fusobacterium 

nucleatum  

FUS-F 5’ CAC AAG CTG ACG CTC TAG A 3’  164 47 (311) 

FUS-R 5’TTA CCA GCT CTT AAA GCT TG 3’ 

Lactobacillus 

spp. 

LAC-F 5’ AGC AGT AGG GAA TCT TCC A 3’  341 51 (312) 

LAC-R 5’ CAC CGC TAC ACA TGG AG 3’  

Prevotella 

intermedia  

PRE-F 5’AAT ACC CGA TGT TGT CCA CA 3’ 339 51 (313) 

PRE-R 5’ TTA GCC GGT CCT TAT TCG AA 3’ 

Akkermancia 

mucinophilia 

AKK-F 5’ CAG CAC GTG AAG GTG GGG AC 3’  327 60 (314) 

AKK-R 5’ CCT TGC GGT TGG CTT CAG AT 3’  



83 
 

ND-1000 ( Thermo Scientific, Wilmington, DE) spektrofotometre cihazında 

ölçümleri yapıldı. Saflığı 260 nm ve 280 nm’de okunmuş değerler dikkate 

alınmış ve 1,8-2 değerleri saf DNA olarak kabul edilmiştir. Yeterli saflıkta 

tespit edilmeyen DNA örneklerinin bakterilerine tekrar ekstraksiyon işlemi 

yapıldı. Elde edilen DNA miktarı ng/µl olarak belirlenmiştir. DNA miktarları 

ölçülen bakterilerin kopya sayısı aşağıdaki formüle göre hesaplandı. 

 

Kopya/µL=6,022x1023(kopya/mol)xkonsantrasyon (ng/µL))/(baz çiftix109x660) 

                   

Formüle göre hesaplanan DNA izolatlarının kopya sayıları Tablo 6’da 

yer almaktadır. Yeterli saflıktaki DNA örnekleri, gerçek zamanlı PZR işlemine 

kadar -20°C'de saklamaya alındı. 

 

Tablo 6. Kullanılan bakteri standartlarının kopya sayıları 
 

Bakteriler DNA (kopya sayısı/μL) 

Bacteroides fragilis grup 5x109 

Bifidobacterium spp 43x109 

Eschericha coli 38,3x109 

Fusobacterium nucleatum 88,6x109 

Lactobacillus spp. 10,9x109 

Prevotella intermedia 72x109 

Akkermancia mucinophilia 70,1x109 

Faecalibacterium prausnitzii 99,4x109 

 

3.4.2.2. Akkermancia mucinophilia ve Faecalibacterium prausnitzii 

bakterilerinin hazırlanması 

 

Faecalibacterium prausnitzii ve Akkermancia mucinophilia bakterileri 

için pozitif kontrol olarak kullanılacak izolatlar temin edilememiştir. Yapılan 

literatür çalışmalarından edinilen bilgiler doğrultusunda bu bakterilerin çoğu 

sağlıklı insan gaitasının normal florası elemanı olduğu bilinmektedir. Bu 

nedenle ilgili primerler kullanılarak DNA ekstraksiyonu yapılmış sağlıklı 

kontrollerin gaita örneklerinden, konvansiyonel PZR ve agaroz jel 
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elektroforez işlemi yapılarak pozitif gaita örnekleri tespit edildi. Her iki bakteri 

için spesifik bant aralığında kuvvetli pozitif tespit edilen bir örnek (8 numaralı 

örnek) seçildi. Bu örnek agaroz jelden UV ışığı altında kesilerek jel 

ekstraksiyon kiti ( Thermo Gene Jet Purification Kit, Almanya) ile üretici firma 

talimatları doğrultusunda jelden DNA ekstraksiyonu yapıldı. Elde edilen 

DNA’ların bir kısmı sekanslama için ayrıldı. Sekanslama işlemi Sanger 

sekanslama metodu ile yapılmıştır (Sentebiolab, Ankara). Sekans sonucunun 

iki bakteriyi de doğrulaması üzerine bu iki örnek gerçek zamanlı PZR için 

standart olarak kullanıldı. DNA miktarının tayini ve izolasyonun kontrolü 

amacı ile diğer örneklerde olduğu gibi örneklerin Nano drop ND-1000 ( 

Thermo Scientific, Wilmington, DE) spektrofotometre cihazında ölçümleri 

yapıldı. Elde edilen DNA miktarı ng/µl olarak belirlendi. DNA miktarları 

ölçülen bakterilerin kopya sayısı yukarıda bahsedildiği gibi formül ile 

hesaplandı (Tablo 6). Kalan kısım çalışma gününe kadar -20°C’de saklandı.  

 

3.4.2.2.1. Konvansiyonel PZR işleminin yapılması 

 

 Akkermancia mucinophilia ve Faecalibacterium prausnitzii 

bakterilerinin hasta ve sağlıklı kontrol numunelerinde varlığı konvansiyonel 

PZR yöntemi ile araştırıldı. Bakterilere ait hedef gen bölgesi büyüklüğü, 

gerekli primer çifti ve bağlanma ısısı Tablo 5’de gösterilmiştir. Hedef 

bölgelerinin çoğaltılması için gerekli reaksiyon karışımı (Thermo Taq DNA 

Polymerase ) Tablo 7’da özetlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



85 
 

Tablo 7. Konvansiyonel PZR reaksiyonu için hazırlanan karışım 
 

Akkermancia 

mucinophilia 

Faecalibacterium 

prausnitzii 

Volüm 

dH2O  dH2O  29,5 μL 

10x PZR buffer 10x PZR buffer 5 μL 

MgCL2 MgCL2 4 μL 

dNTP dNTP 1 μL 

AKK-F Primer (10 pmol) FAE-F Primer 2,5 μL 

AKK-R Primer (10 pmol) FAE-R Primer 2,5 μL 

Taq polimerase Taq polimerase 0,5 μL 

Toplam Toplam 45 μL 

 

Master mixden 45 μL ve örneklerimizden 5 μL alınarak reaksiyon karışımı 

hazırlandı. Hazırlanan reaksiyon karışımı thermal cycler cihazına 

(SensoQuest Labcycler, Almanya) yüklendi.  

 

Akkermancia mucinophilia gen bölgesi amplifikasyonu için aşağıdaki 

program ayarlandı. 

 95°C → 2 dk (ön denatürasyon)                  1 Döngü 

 95°C → 30 sn (hedef DNA denatürasyonu) 

 60°C → 30 sn (primer bağlanması) 

 72°C → 1 dk (primer uzaması) 

 72°C → 10 dk (son uzama)                 1 Döngü 

 

Faecalibacterium prausnitzii gen bölgesi amplifikasyonu için aşağıdaki 

program ayarlandı. 

 95°C → 2 dk (ön denatürasyon)                  1 Döngü 

 95°C → 30 sn (hedef DNA denatürasyonu) 

 58°C → 30 sn (primer bağlanması) 

 72°C → 1 dk (primer uzaması) 

 72°C → 10 dk (son uzama)                 1 Döngü 

40 döngü 

40 döngü 
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Amplifiye edilmiş PZR ürünlerinin gözlenmesi amacıyla jel elektroforezi 

yapıldı. Bu uygulamalar aşağıdaki sıraya göre yapılmıştır: 

 

1) 1,5 gr agaroz (Sigma, ABD) erlen kap içerisinde 150 ml 1X TBE tampon ile 

çözüldü. Mikrodalga fırında ısıtılarak agaroz tamamen eritildi. Jel ısısı 

düşünce katılaşmadan önce içerisine 10 µL etidyum bromid eklendi. 

2) Uygun tarak takılmış jel kalıbına agaroz jel yavaşça döküldü ve oda 

ısısında katılaşmaya bırakıldı. Katılaşan jel, elektroforez tankına aktarıldı ve 

tarak çıkarıldı. 

3) Agaroz jel kuyucuklarına 10 µL yükleme boyası (6X Loading Dye, SNP) ile 

50 µL PZR ürünü karıştırılarak jelde bulunan kuyulara dağıtıldı.  

4) Jele yüklenen örneklerin başına 5 µL olacak şekilde merdiven (Thermo 

Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder) ve sonuna negatif kontrol 

yüklendi. 

5) 120 V, 400 mA gücünde 30 dk süresince agaroz jelde yürütüldü. 

6) Yürütme işlemi sonrasında değerlendirmek için UV cihazı (Bio-Rad, ABD) 

ile yapılarak görüntüler kaydedildi. 

 

3.4.2.2.2. Agaroz jelden DNA izolasyonu 

 

Agaroz jel elektroferezi sonucu 8 numaralı sağlıklı gönüllüye ait 

görüntülemede her iki bakteriye ait yüksek pozitiflik tespit edildi. Agaroz jel 

görüntüleme kabini içine konuldu ve UV ışık açıldı. Bistüri yardımı ile agaroz 

jelde 8 numaralı hastaya ait görüntülenen kısım kesilerek steril ependorf tüpe 

(1,5 mL) aktarıldı. Kesilen jel hassas terazi ile tartılarak ağırlığı belirlendi. 

Ekstraksiyon işlemi için özel kit ( Thermo Gene Jet Purification Kit, Almanya)  

kullanıldı ve üretici firmanın talimatları doğrultusunda işlem yapıldı. Belirlenen 

ağırlığın üç katı kadar ependorf tüp içerisine Binding Buffer eklendi. Termal 

blokta 60°C’de 10 dk jelin erimesi için beklendi. Jel tamamen eridikten sonra 

jel ağırlığının üç katı kadar izopropil alkol eklendi. Pipetaj yapıldıktan sonra 

tüm karışım spin kolona aktarıldı. Spin kolonlar 14000 rpm’de 1 dk boyunca 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası spin kolon altı sıvı dökülerek tekrar 
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yerleştirildi. 500 µL Wash Buffer eklenerek tekrar aynı hızda santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası spin kolon toplama kabı atıldı ve spin kolon 1,5 mL’lik steril 

ependorf tüpe yerleştirildi. 50 µL Elution Buffer eklenerek aynı hızda santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası spin kolon atıldı. Ependorf tüp içinde bulunan DNA 

ekstraktı ikiye bölündü. Bir kısmı çalışma gününe kadar saklanmak üzere      

-20°C’ye kaldırıldı. Diğer bir kısım ise sekanslamaya gönderildi. 

 

3.4.3. Gerçek zamanlı PZR işleminin yapılması 

 

 Kantitasyon için amplifikasyon reaksiyonu CFX96™ Real-Time 

System cihazında (BIO-RAD, ABD) SsoAdvanced Universal IT SYBR Green 

SMx (BIO-RAD, ABD) kullanılarak gerçekleştirildi. Her bir örnek için toplam 

hacmi 20 μL olan amplifikasyon karışımı hazırlandı: 

 

Tablo 8. Gerçek zamanlı PZR için amplifikasyon karışımı 
 

Reaksiyon İçeriği Volüm 

qPZR Mastermix 10 μL  

Primer-F (10 pmol) 1,0 μL  

Primer-R (10 pmol) 1,0 μL  

ddH2O 5,5 μL  

Örnek 2,5 μL  

Toplam 20 μL 

 

Üretici firma talimatları doğrultusunda liyofilize halde bulunan 

primerlerin (Oligomer) sulandırma işlemi yapıldı. Bu stok primerden 10 µl 

alınarak 90 µl distile su ile toplam hacim 100 µl olacak biçimde tekrar 

sulandırılma yapıldı. Böylece çalışmamızda kullanılacak primerlerin 

konsantrasyonu 10 pmol/µl olarak belirlendi. Çalışma gününe kadar -20°C’de 

tutularak saklandı.  

 

Her bakteri standardı için ilk standarttan steril su ile 1/10, 1/100, 

1/1000, 1/10000, 1/100000 dilüsyonlar hazırlanarak CFX96™ Real-Time 
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PCR System cihazında (BIO-RAD, ABD) her bakteriye özgül primer dizileri 

kullanılarak çalışıldı. Her bakteri için en az 2 farklı standart kullanılarak 

standart eğriler oluşturuldu. Klinik örneklerdeki bakterilerin kopya sayısı 

oluşturulmuş olan bu standart eğriler kullanılarak belirlendi.  

 

 Gerçek zamanlı PZR işleminde uygulanan ısı döngüleri aşağıdaki gibi 

uygulandı: 

 98°C → 3 dk  

 98°C → 15 sn 

 60°C → 60 sn 

 

Her bir etken için SYBR Green kanalında floresans okuma yapıldı.  

 

PZR işlemi sonrasında üretici firma talimatları doğrultusunda Melting 

Curve (Erime Eğrisi) analizi yapıldı ve yorumlandı. Böylece PZR ile edilen 

floresan ışımaların hedef bölgenin amplifikasyonuyla mı gerçekleştiği, yoksa 

özgül olmayan bir ürün mü olduğunun ayrımı yapıldı. 

 

3.5. İstatiksel Analiz 

 

Bakteriyel veriler Mikrosoft Excel’e girilerek log bakteriyel miktarı 

hesaplandı. Verilerin değerlendirilmesi SPSS 22.0 paket programı 

kullanılarak yapıldı. Ortalama ve yüzde değerler hesaplanarak gerekli 

kıyaslamalar yapıldı. Cinsiyet ve hastalık aktivitesine ait veriler için ki kare 

testi yapılmıştır. CH ve ÜK grupları için yaş, ESH, lökosit, hemoglobin ve 

trombosit ortalamalarının karşılaştırılmasında bağımsız gruplar t-testi 

kullanılmıştır. CRP değişkenine ait veriler normal dağılıma uymadığı için 

ortalamalarının karşılaştırılmasında Mann-Whitney U testi testi kullanılmıştır. 

E. coli bakterisine ait veriler gruplar arası ortalama karşılaştırma testi olarak 

bağımsız gruplar t testi kullanılmıştır. Diğer bakterilere ait veriler için 

anlamlılık testi olarak Mann-Whitney U testi yapılmıştır. Anlamlılık düzeyi 

p<0,05 olarak alınmıştır. 

40 döngü 
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4.BULGULAR 

 

4.1. Demografik Bulgular ve Laboratuvar Verileri 

 

Bu tez çalışmasına 10’u CH (%45,5) ve 12’si ÜK(%54,5)  olmak üzere 

toplam 22 İBH’li hasta dahil edilmiştir. Bu 22 hastanın 13 (%59,1)’ü kadın 9 

(%40,9)’u erkek hastadan oluşmaktadır. Çalışmaya katılan sağlıklı kontrol 

grubu, 10 (%45,5)’u erkek 12 (%54,5)’si kadın olmak üzere toplam 22 

bireyden oluşmaktadır. Hasta ve kontrol grupları arasında cinsiyet açısından 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır (p=0,761). Çalışmaya 

katılan hastaların yaş ortalaması 34,04; sağlıklı kontrollerin yaş ortalaması 

30,72 olarak hesaplanmıştır (Tablo 9). Hasta ve kontrol grubunda yaş 

ortalamaları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktur (p=0,311).  

 

Tablo 9. Hasta ve kontrollere ait demografik bilgiler 
 

Parametre  İBH hasta grubu Sağlıklı 

kontrol 

grubu 

p değeri 

Cinsiyet     

   Kadın n (%) 13 (59,1) 12 (54,5) 0,761 

   Erkek n (%) 9 (40,9) 10 (45,5) 0,761 

Yaş (yıl) 34,04 30,72 0,311 

 

Çalışmaya katılan ÜK ve CH ait demografik veriler, aktivite durumu ve 

laboratuvar bulguları Tablo 10’da verilmiştir. Kadın hastalardan 5 (%38,5)’i 

CH, 8 (%61,5)’i ÜK hastalığına sahipti. Erkek hastalardan 5 (%55,6)’i CH, 4 

(%44,4)’ü ÜK hastalığına sahipti. Hasta grupları arasında cinsiyet açısından 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık yoktur (p=0,666). CH hastalarının 

7(%70)’si klinik olarak aktif durumda iken 3 (%30)’ü remisyon durumundaydı. 

ÜK hastalarının 7 (%58,3)’si klinik olarak aktif durumda iken 5 (%41,6)’i 

remisyon durumundaydı. CH ve ÜK hasta gruplarında aktivite açısından 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık yoktur (p=0,675).  CH hastalarının yaş 
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ortalaması 37,1 iken; ÜK hastalarının yaş ortalaması 31,5’dir. CH ve ÜK 

hasta gruplarında yaş ortalamaları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı 

değildir (p=0,34). CH hastalarının ESH ortalaması 41,3 iken; ÜK hastalarının 

35,9 olarak hesaplanmıştır. CH ve ÜK hasta gruplarında sedim ortalamaları 

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı değildir (p=0,577). CH hastalarının 

CRP ortalaması 16 iken; ÜK hastalarının 7,75 olarak hesaplanmıştır. CH ve 

ÜK hasta gruplarında CRP’leri arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır 

(p=0,003). CH ve ÜK hasta gruplarına kan sayımlarından tespit edilen 

hemoglobin, lökosit ve trombosit değer ortalamaları Tablo 10’da verilmiştir. 

CH ve ÜK hasta gruplarında hemoglobin ve lökosit ortalamaları arasındaki 

fark istatistiksel olarak anlamlı değilken (p=0,443, p=0,36). Anlamlı (p=0,024) 

olarak bulunmuştur.  

 

Tablo 10. Hasta grubunun demografik ve ortalama laboratuvar bulguları  
 

Parametre CH Hastaları ÜK Hastaları p değeri 

Kadın (%) 38,5 61,5 0,666 

Yaş (ortalama yıl ) 37,1 31,5 0,340 

Aktif Hastalık (%) 70 58,3 0,675 

CRP (mg/L) 16 7,75 0,003 

ESH (mm/saat) 41,3 35,9 0,577 

Hemoglobin(g/dL) 12 12,8 0,443 

Trombosit (bin/µL) 406,7 261,2 0,024 

Lökosit (bin/µL) 9,1 7,9 0,360 

 

4.2. Konvansiyonel PZR sonuçları 

 

Faecalibacterium prausnitzii ve Akkermancia mucinophilia bakterileri 

için konvansiyonel PZR işlemi yapıldı ve agaroz jel elektroforezi ile 

görüntüleme gerçekleştirildi. Jel elektroforez görüntülemesi sonucu her iki 

bakteride beklenilen baz çifti aralığında pozitiflik gözlemlendi. Akkermancia 

mucinophilia için jel elektroforez görüntüleri Şekil 8’deki gibi tespit edildi. 
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Şekil 8. Akkermancia mucinophilia için jel elektroforez görüntüsü 

 

Faecalibacterium prausnitzii için jel elektroforez görüntüleri Şekil 9’daki 

gibi tespit edildi. 

 

                    
Şekil 9. Faecalibacterium prausnitzii için jel elektroforez görüntüsü 

 

4.3. Faecalibacterium prausnitzii ve Akkermancia mucinophilia 

Bakterilerine Ait Sekans Sonuçları 

 

Sanger sekanslama işlemi uygulanan 8 numaralı pozitif örnek 

izolatının dizisi değerlendirildiğinde her iki bakteri bölgesi için de uyumlu 

olduğu görülmüştür. Sekans sonuçlarının uyumluluğu Şekil 10 ve Şekil 11’de 

görülmektedir. 

400 bç 

300 bç 

200 bç 

100 bç 
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Şekil 10. Akkermancia mucinophilia bakterisine ait sekans sonuçları 

 

 

Şekil 11. Faecalibacterium prausnitzii bakterisine ait sekans sonuçları 

 

4.4. Gerçek Zamanlı PZR Sonuçları 

 

 Hasta ve kontrol gruplarından alınan gaita örneklerinden ekstrakte 

edilen DNA miktarları hesaplandı. Bir gram gaitadaki bakteri sayıları ( 

1kopya/µL DNA=1 bakteri) cihazda ilgili standartlar kullanılarak oluşturulan 

standart eğrilere göre belirlendi ve log hesaplaması yapıldı (Tablo 11). 

Bakterilerin ortalama değerleri ve standart sapmaları ise Tablo 12’de verildi. 

İBH hastalık tiplerine ve aktivite durumuna göre bakteri sayılarının ortalaması 

ve standart sapmaları Tablo 13’de verildi. 
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Tablo 11. Hasta ve kontrol gruplarına ait gerçek zamanlı PZR sonuçları 
(log10/gr) 
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1k 6,46 0 0 7,05 6,04 5,04 10,12 2,64 23h 9,78 0 0 4,86 8,19 0,77 0 0,1 

2k 5,61 0 0 5,79 6,19 4,23 6,62 0,5 24h 7,85 0 0 4,02 4,69 0,65 5,13 0 

3k 6,46 1,77 5,17 6,9 6,98 4,51 8,33 0 25h 4,14 1,53 0 4,84 4,82 0,02 3,59 0,21 

4k 8,49 0 4,48 7,93 7,91 4,51 8,2 2,9 26h 7,96 0 0 4,79 6,18 3,87 7,61 0 

5k 8,34 0 4,47 6,52 6,97 4,4 9,28 0 27h 5,85 0 0 0 0 0 0 0 

6k 7,78 0 0 6,24 7,01 4,18 9,52 2,17 28h 5,36 0 0 7,38 5,52 4,18 8,55 0,62 

7k 9,36 0 0 8,41 6,4 5,01 7,76 0,03 29h 7,91 0 0 6,27 8,8 3,97 8,62 0 

8k 7,32 0 0 6,48 5,78 5 8,24 4,37 30h 10,36 0 4,87 5,33 8,4 2,25 4,01 0 

9k 7,11 0 5,02 5,84 7,13 4,27 9,18 2,5 31h 7,7 0 0 5,22 5,38 0 0 3,07 

10k 7,96 0 0 7,18 6,84 4,54 6,57 0 32h 8,85 0 0 7,36 8,84 4,23 9,55 0 

11k 8,23 0 0 7,33 6,91 4,04 7,79 1,58 33h 4,39 0 0 7,89 8,15 4,26 8,36 0 

12k 7,54 0 0 6,63 8,29 4,06 7,57 1,39 34h 6,46 0 0 6,89 9,18 3,89 8,94 0 

13k 9,23 0 0 7,73 8,3 4,66 8,05 0 35h 6,96 0 0 6,67 6,98 5,54 6,22 4,13 

14k 7,23 2,14 0 6,62 6,55 4,97 10,04 2,63 36h 9,78 0 0 6,8 9,05 0,86 3,77 0,38 

15k 8,23 0 0 7,25 8,31 4,86 8,24 4,67 37h 8,7 0 5,1 5,91 6,84 2,65 9,82 0,13 

16k 7,5 0 0 6,84 6,71 5,47 8,68 4,44 38h 8,61 0 4,81 7,24 6,57 4,84 8,85 1,61 

17k 8,7 0 4,77 8,16 7,8 5,14 7,44 2,45 39h 8,07 0 7,01 6,45 7,27 4,21 7,84 0 

18k 6,14 0 0 6,95 8,09 4,53 8,89 0 40h 5,2 0 0 4,53 8,75 0,91 4,54 0 

19k 6,27 0 0 5,87 8,11 4,01 7,39 0,61 41h 5,7 1,39 0 6,89 7,78 3,04 5,54 0,51 

20k 7,2 2,41 5,38 6,11 5,14 4,41 9,51 4,22 42h 7,39 0 0 4,4 6,28 0,81 4,45 0 

21k 7,85 0 0 6,76 7,3 3,89 8,51 2,87 43h 8 0 0 7,63 7,76 5,53 8,9 2,9 

22k 6,96 0 0 6,61 7,57 3,97 8,82 1,4 44h 6,7 0 0 6,65 5,89 4,26 8,78 0 

 
(k: kontrol, h:hasta) 
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Tablo 12. Gerçek zamanlı PZR ile elde edilen bakteri sayılarının ortalaması 
ve standart sapması (log10/gr)  
 

Bakteriler Kontrol (Ortalama± SS) Hasta (Ortalama± SS) 
p 

değeri 

E.coli  7,54±0,99 7,35±1,52 0,652 

P.intermedia 0,28±0,74 0,13±0,43 0,551 

F.nucleatum 1,30±2,19 0,99±2,18 0,598 
Bifidobacterium 
spp. 6,87±0,72 5,8±1,74 0,046 

Lactobacillus spp. 7,1±0,88 6,87±2,07 0,888 

F.prausnitzii 4,53±0,43 2,76±1,91 ˂0,001 

B.fragilis 8,39±0,98 6,04±3,18 0,033 

A.mucinophilia  1,88±1,62 0,62±1,19 0,009 

SS: Standart sapma 
 

Tablo 13: İBH hastalık özelliklerine göre bakteri ortalaması ve standart 

sapması (log10/gr) 
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ÜK 8,18±1,54 0 0,99±2,10 5,35±0,99 7,41±1,44 2,22±1,73 5,41±2,80 0,47±1,29 

CH 6,65±1,60 0,24±0,56 0,98±2,34 6,20±2,15 6,43±2,46 3,20±2,01 6,57±3,50 0,74±1,14 

AKTİF  7,35±2,01 0,20±0,58 0,34±1,30 5,43±2,02 6,92±2,51 1,95±1,89 4,74±2,27 0,51±1,06 

REMİSYON 7,35±1,17 0 2,11±2,98 6,49±0,82 6,8±1,12 4,18±0,82 8,32±1,09 0,81±1,45 

 
(SS: Standart sapma) 
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4.4.1. E. coli’ye ait gerçek zamanlı PZR sonuçları 

 

Eschericha coli ATCC 25922 suşu ile hazırlanan standart eğriler ile 

hasta ve kontrollere ait E. coli kopya sayısı belirlendi. Bakteriye ait elde 

edilen verilerden yapılan standart eğri (standard curve), erime eğrisi (melt 

peak) ve amplifikasyon eğrisi (amplification) Şekil 12’de gösterilmiştir. Kontrol 

ve hasta grubundaki E. coli ortalama ve standart sapmaları Tablo 12’de 

verilmiştir. Yapılan teste göre; kontrol ve hasta gruplarında E. coli 

ortalamaları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktur (p:0,652). 

 

4.4.2. P. intermedia’ye ait gerçek zamanlı PZR sonuçları 

 

P. intermedia suşu ile hazırlanan standart eğriler ile hasta ve 

kontrollere ait P. intermedia kopya sayısı belirlendi. Bakteriye ait elde edilen 

verilerden yapılan standart eğri (standard curve), erime eğrisi (melt peak) ve 

amplifikasyon eğrisi (amplification) Şekil 13’de gösterilmiştir. Kontrol ve hasta 

grubundaki P. intermedia ortalama ve standart sapmaları Tablo 12’de 

verilmiştir. Yapılan teste göre; kontrol ve hasta gruplarında P. intermedia 

ortalamaları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktur (p:0,551). 

 

4.4.3. F. nucleatum ait gerçek zamanlı PZR sonuçları 

 

F. nucleatum suşu ile hazırlanan standart eğriler ile hasta ve 

kontrollere ait F. nucleatum kopya sayısı belirlendi. Bakteriye ait elde edilen 

verilerden yapılan standart eğri (standard curve), erime eğrisi (melt peak) ve 

amplifikasyon eğrisi (amplification) Şekil 14’de gösterilmiştir. Kontrol ve hasta 

grubundaki F. nucleatum ortalama ve standart sapmaları Tablo 12’de 

verilmiştir. Yapılan teste göre; kontrol ve hasta gruplarında F. nucleatum 

ortalamaları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktur (p:0,598). 
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A.

 

 

B. 

 

 

C. 

 

Şekil 12: E. Coli için A. Standart eğri, B. Erime eğrisi, C. Amplifikasyon eğrisi 
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A. 

 

B. 

 

C. 

 

 

Şekil 13. P. intermedia için A. Standart eğri, B. Erime eğrisi, C. Amplifikasyon 

eğrisi 
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A. 

 
B. 

 
C. 

 
Şekil 14. F. nucleatum için A. Standart eğri, B. Erime eğrisi, C. Amplifikasyon 

eğrisi 
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4.4.4. Bifidobacterium spp.’ye ait gerçek zamanlı PZR sonuçları 

 

Bifidobacterium spp. suşu ile hazırlanan standart eğriler ile hasta ve 

kontrollere ait Bifidobacterium spp. kopya sayısı belirlendi. Bakteriye ait elde 

edilen verilerden yapılan standart eğri (standard curve), erime eğrisi (melt 

peak) ve amplifikasyon eğrisi (amplification) Şekil 15’de gösterilmiştir. Kontrol 

ve hasta grubundaki Bifidobacterium spp. ortalama ve standart sapmaları 

Tablo 12’de verilmiştir. Yapılan teste göre; kontrol ve hasta gruplarında 

Bifidobacterium spp. ortalamaları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır 

(p:0,046). 

 

4.4.5. Lactobacillus spp.’ye ait gerçek zamanlı PZR sonuçları 

 

Lactobacillus spp. suşu ile hazırlanan standart eğriler ile hasta ve 

kontrollere ait Lactobacillus spp. kopya sayısı belirlendi. Bakteriye ait elde 

edilen verilerden yapılan standart eğri (standard curve), erime eğrisi (melt 

peak) ve amplifikasyon eğrisi (amplification) Şekil 16’da gösterilmiştir. Kontrol 

ve hasta grubundaki Lactobacillus spp. ortalama ve standart sapmaları Tablo 

12’de verilmiştir. Yapılan teste göre; kontrol ve hasta gruplarında 

Lactobacillus spp. ortalamaları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

yoktur (p:0,888). 

 

4.4.6 F. prausnitzii ’ye ait gerçek zamanlı PZR sonuçları 

 

F. prausnitzii suşu ile hazırlanan standart eğriler ile hasta ve 

kontrollere ait F. prausnitzii kopya sayısı belirlendi. Bakteriye ait elde edilen 

verilerden yapılan standart eğri (standard curve), erime eğrisi (melt peak) ve 

amplifikasyon eğrisi (amplification) Şekil 17’de gösterilmiştir. Kontrol ve hasta 

grubundaki F. prausnitzii ortalama ve standart sapmaları Tablo 12’de 

verilmiştir. Yapılan teste göre; kontrol ve hasta gruplarında F. prausnitzii 

ortalamaları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır (p < 0,001). 
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A. 

 

B. 

 

C. 

 

Şekil 15. Bifidobacterium spp. için A. Standart eğri, B. Erime eğrisi, C. 

Amplifikasyon eğrisi 
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A. 

 

B.

 

C. 

 
Şekil 16. Lactobacillus spp. için A. Standart eğri, B. Erime eğrisi, C. 

Amplifikasyon eğrisi 
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A.

 

B.

 

C. 

 

Şekil 17. F. prausnitzii için A. Standart eğri, B. Erime eğrisi, C. Amplifikasyon 

eğrisi 
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4.4.7. B. fragilis’ye ait gerçek zamanlı PZR sonuçları 

 

B. fragilis suşu ile hazırlanan standart eğriler ile hasta ve kontrollere ait 

B. fragilis kopya sayısı belirlendi. Bakteriye ait elde edilen verilerden yapılan 

standart eğri (standard curve), erime eğrisi (melt peak) ve amplifikasyon 

eğrisi (amplification) Şekil 18’de gösterilmiştir. Kontrol ve hasta grubundaki B. 

fragilis ortalama ve standart sapmaları Tablo 12’de verilmiştir. Yapılan teste 

göre; kontrol ve hasta gruplarında B. fragilis ortalamaları arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p:0,033). 

 

4.4.8. A. mucinophilia’ye ait gerçek zamanlı PZR sonuçları 

 

A. mucinophilia suşu ile hazırlanan standart eğriler ile hasta ve 

kontrollere ait A. mucinophilia kopya sayısı belirlendi. Bakteriye ait elde 

edilen verilerden yapılan standart eğri (standard curve), erime eğrisi (melt 

peak) ve amplifikasyon eğrisi (amplification) Şekil 19’da gösterilmiştir. Kontrol 

ve hasta grubundaki A. mucinophilia ortalama ve standart sapmaları Tablo 

12’de verilmiştir. Yapılan teste göre; kontrol ve hasta gruplarında A. 

mucinophilia ortalamaları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır 

(p:0,009). 
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A. 

 

B. 

 

C. 

 

Şekil 18. B. fragilis için A. Standart eğri, B. Erime eğrisi, C. Amplifikasyon 

eğrisi 
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A. 

 
B.

 
C. 

 
Şekil 19: A. mucinophilia için A. Standart eğri, B. Erime eğrisi, C. 

Amplifikasyon eğrisi 
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5. TARTIŞMA 

 

İBH, küresel bir halk sağlığı sorunu oluşturan kronik inflamatuvar 

hastalık grubudur. Batı ülkelerinde prevalansı ve özellikle de sanayileşmiş 

ülkelerde insidansı hızla artmaktadır. Etiyoloji ve patogenezi tam olarak 

bilinmemekle birlikte genetik ve bağırsak mikrobiyotası gibi çevresel faktörler 

suçlanmaktadır. İnflamasyonla ilişkili olan bağışıklık sistemi ve lümen içindeki 

mikroorganizmalar ince bir epitel tabakası ile birbirinden ayrılmıştır. Bu durum 

göz önüne alındığında, İBH etiyopatogenezinde mikrobiyotayı düşünmemek 

imkansızdır. Ancak yine de, bu disbiyozisin inflamasyonun bir sebebi mi, 

yoksa bir sonucu mu olduğu açık değildir. Gastrointestinal sistemde bulunan 

mikroorganizmalar hem sağlık hem de hastalık durumunda birbirleri ve konak 

ile etkileşim halinde bulunmaktadır. Mikroorganizmaların hayatta kalması, 

gelişmesi ve ölümü; diyet, antibiyotik kullanımı ve bağırsak iltihabı gibi 

çevresel durumlardan etkilenmektedir. Bu nedenle, bazı mikroorganizmaların 

varlığı veya yokluğu, varsa yoğunluk miktarı hastalık gibi bazı durumların 

biyobelirteçi olabilmektedir. Mikroorganizmalar birçok işleve sahiptir. Biyoaktif 

moleküler salgılar, ekzojen veya endojen molekülleri dönüştürürler ve çeşitli 

reseptörler ile hücre reseptörleri tarafından algılanırlar. Yani İBH 

patogenezinde bakteriler kadar metabolitleri de rol oynamaktadır.  

 

Yapılan çalışmalar, aktif hastalığı olan İBH hastalarında sağlıklı 

kontroller ile karşılaştırıldığında Faecalibacterium prausnitzii gibi aerobik ve 

anaerobik kommensal bakterilerin azaldığını; Klebsiella, Enterobacter, 

Proteus ve mantarlar gibi potansiyel olarak patojenik mikroorganizmalarda bir 

artış olduğunu göstermektedir. Çalışmalar ayrıca Lactobacillus ve 

Bifidobacterium cinslerinde önemli bir azalmanın yanı sıra, İBH hastalarının 

bağırsaklarında Bacteroides'te bir artış olduğunu göstermektedir. 

Lactobacillus ve Bifidobacterium prevalansının azalması, İBH'nin 

etiyolojisinde önemli bir rol oynayabilir. Çünkü bu bakterilerin 

immünoregülatör etkileri vardır ve bu nedenle bağışıklık sistemi ile 

etkileşimde bulunarak bağırsak konakçı savunmalarına katkıda bulunurlar 
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(315). Aktif hastalığı olan İBH hastalarının bağırsaklarında bütirat üreten 

bakterilerin prevalansının azalması, bütirat seviyelerinin azalmasına yol açar. 

Bütirat, epitelyal bariyer bütünlüğünün bir güçlendiricisi, bağırsak 

mukozasında proinflamatuvar sitokin ekspresyonunun bir inhibitörü ve ayrıca 

müsin ile antimikrobiyal peptit üretiminin bir uyarıcısı olarak işlev görür. Bu 

nedenle bütiratın azalması İBH’yi kötüleştiren bir durumdur (315). Wills ve 

ark., ÜK hastalarına kıyasla CH hastalarında remisyon ve alevlenme 

arasındaki bakteriyel topluluk kompozisyonunda daha büyük değişiklikler 

olduğunu bildirmişlerdir (316). Hansen ve ark., yeni tanı konulan pediyatrik 

CH hastalarında Faecalibacterium prausnitzi'de bir artış ve bakteri 

çeşitliliğinde bir azalma olduğunu göstermişler ancak, bu değişiklik ÜK 

hastalarında gözlemlenmemiştir (317). Fyderek ve ark., CH’li hastaların 

iltihaplı mukozasında Streptococcus spp. türlerini, ÜK hastalarında ise 

Lactobacillus spp. türlerini baskın olarak bulmuşlardır. Her iki hastalık 

grubunda da Bifidobacterium spp. türlerini az sayısada gözlemlemişlerdir 

(318). Forbes JD ve ark., iltihaplı ÜK mukozasında Proteobacteria ve 

Firmicutes grubu bakterilerin daha sık olduğunu bulmuşlardır. İltihaplı CH 

mukozasında Bacteroidetes ve Fusobacteria grubu bakterilerin seviyelerinde 

bir artış gözlemlemişlerdir (319). Hintli popülasyon üzerinde yapılan bir 

çalışmada Kabeerdoss ve ark., CH’li hastalara kıyasla ÜK hastalarında 

Bacteroides ve Lactobacillus konsantrasyonu daha yoğun olarak 

bulmuşlardır (320). Vrakas ve ark., yaptıkları çalışmada E. coli oranlarının 

aktif CH ve ÜK'de sayısal olarak daha yüksek olduğu, ancak sağlıklı 

kontrollere kıyasla anlamlı bir fark olmadığını bulmuşlardır. Lactobacillus spp. 

ve Bifidobacterium spp. CH ve ÜK hastalarında oranları düşük oranda olup 

sağlıklı kontrollerle karşılaştırılabilir düzeydeydi. Buna karşılık, Bacteroides 

spp oranları aktif CH'de, inaktif CH, inaktif ÜK ve kontrollere göre daha 

yüksekti. Aktif ve inaktif İBH hastalarında F. prausnitzii oranları kontrol 

grubuna göre daha düşüktü (321).  

 

Bu çalışmada, İBH immünopatogenezinde rolü olabilecek sekiz 

bakterinin varlığı ile birlikte yoğunluğunu, hasta ve sağlıklı kontrolleri 
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kıyaslayarak tespit etmeyi amaçladık. Bu amaçla Ondokuz Mayıs Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Hastanesi Gastroenteroloji bölümüne başvuran ve çalışmaya 

katılmayı kabul eden 22 hasta ve 22 sağlıklı kontrollerden gaita örnekleri 

alındı. Çalışmaya dahil olan hastaların demografik bilgileri de 

değerlendirmeye alındı. 

 

İnflamatuvar bağırsak hastalığı olanların tanısı ve takibinde birçok 

laboratuvar belirteçleri kullanılmaktadır. Bunlardan en sık kullanılanları lökosit 

sayısı, CRP ve ESH gibi belirteçlerdir. Ancak İBH’de bunların duyarlılık ve 

özgüllükleri düşüktür (322). Örneğin CRP, sağlıklı bireylerde oldukça düşük 

düzeylerde bulunur (<1 mg/L). Serum düzeyleri inflamasyonun 

başlamasından 6-8 saat sonra yükselmeye başlar (323). Çalışmada, Tablo 

10’da da görüldüğü gibi, hem ÜK hem de CH hastalarında CRP ortalamaları 

yüksek olarak bulunmuştur. ESH, yaşla birlikte farklılık göstermekle birlikte, 

sağlıklı erişkinlerde normal değerleri ˂20mm/saat olarak ölçülmektedir (324). 

Hastalarımıza ait ESH değerlerinin ortalaması; ÜK için 35,9; CH için ise de 

41,3 olarak ölçülmüştür. 

 

İBH’de inflamasyonun başlamasında bağırsak bakterileri rol 

oynamaktadır. Normal florada bulunan patojen olmayan bağırsak 

bakterilerinin muhtemelen inflamasyondan sorumlu olmadıkları 

düşünülmektedir. Ancak, özellikle E.coli gibi kommensal bakterilerin 

virulansının artması ile patojenik immün tepkiler uyarılabilmektedir. 

Patojenitenin artması ile bağırsak permeabilitesi artmakta, mikrobiyota içeriği 

değişmekte ve pro-inflamatuvar etkiden sorumlu gen ekspresyonu 

düzenlemektedir. Bu durumda inflamatuvar süreç başlamakta ve kolit 

meydana gelmektedir. Bu bulgular İBH’li hastalarda oluşan kolitin nedeninin 

bağırsak bakterileri ile birlikte bireyin genetik yatkınlığınında önemli olduğunu 

düşündürmektedir (325). NOD2/CARD15 geni, defensin üretimi gibi doğal 

bağışıklık sistemi ile igilidir. Bu gendeki kusurlar konağın mikroorganizmalara 

karşı daha duyarlı olduğunu göstermektedir. Yapılan çalışmalar  

NOD2/CARD15 geninde mutasyon tespit edilen CH hastalarının invaziv 
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bakterilere karşı doğal bağışıklık tepkisini saptamıştır. NOD2 gen ifadesi, 

invaziv E.coli gibi virülan bakterilerin temizlenmesinde rol oynar. CH’de, 

E.coli’nin gastrointestinal sistemi, konakçı bağırsak epitel hücrelerini ve 

makrofajlarını anormal olarak kolonize etmesi; NOD2 ve doğuştan gelen 

bağışıklık sürveyans mekanizmasında bir disfonksiyonu sonucu 

kaynaklanmış olabilir (326). 

 

E. coli'nin İBH hastalığının başlamasının olası bir nedeni olabileceği 

1970'li yıllardan bu yana düşünülmektedir. Özellikle hastalığın nüksleri 

sırasında izole edilen E. coli suşlarının sayısı ve virülanslarının sağlıklı 

kontrollere göre arttığı bulunmuştur (315). 1978'de Keighley ve ark., CH 

hastalarında bağırsak bakteri konsantrasyonlarında özellikle E. coli 

suşlarında dramatik bir artış olduğuna dair gözlemlerini bildirmişlerdir (327). 

Darfeuille-Michaud ve ark., CH hastalarının ileal biyopsi örneklerinden izole 

edilen E. coli prevalansının arttığını göstermişlerdir (289). Bu bulgular, E. 

coli'nin CH'deki inflamatuvar süreçlerin başlamasına katılabileceğini 

düşündürmektedir. Martin ve ark., CH’si olan hastalardan elde edilen kolonik 

biyopsi örneklerinde mukoza ile ilişkili Gram negatif bakterilerin arttığını 

göstermişlerdir. Bu bakterilerden de %73'ü E. coli olarak tanımlanmıştır 

(328).  

 

CH'nin histolojik özelliklerinden biri, bağırsağın epiteloid granülomatöz 

inflamasyonunun varlığıdır. İnvaziv E. coli, lenfositlerin toplanmasıyla birlikte 

çok çekirdekli dev hücreler oluşturarak aynı histolojik özelliğe sahip 

inflamasyona neden olur. CH hasta biyopsisi veya rezeksiyon örneklerinin 

%57'sinde E. coli antijenleri tespit edilirken; ülserlerin altında ve 

granülomlarda bulunan lamina propria içindeki makrofajlarda, mezenterik lenf 

düğümlerinin germinal merkezlerinde ve dev hücrelerde E. coli'ye karşı 

poliklonal antikorlar tespit edilmiştir (329, 330). Schussler ve ark. 1976'da, 

CH hastalarında E. coli'nin lipit A ve O antijenlerine karşı antikor titrelerinin, 

sağlıklı kontroller ve ÜK gruplarındakilerle kıyaslandığında anlamlı bir 

yükselme gösterdiğini ve bu nedenle, CH ve ÜK'yi ayırmada biyobelirteç 



110 
 

olarak kullanılabileceğini söylenmişlerdir (331). Bizim çalışmamızda da 

Schussler ve ark.’nın bulgularının aksine, E.coli miktarı CH hastalarında ÜK 

hastalarından daha yüksek olarak tespit edildi.  

 

Burke ve Axon, ÜK hastalarının dışkısından izole edilmiş E. coli 

suşlarının, hem enterotoksijenik hem de enteropatojenik özelliklere sahip 

olduğunu göstermişlerdir (332). Yapılan başka bir çalışmada ise, aktif ÜK 

hastalarından alınan rektal biyopsi veya fekal örneklerin bakteriyolojik 

analizinde E. coli suşlarının sayısının arttığı gösterilmiştir (333). ÜK ile ilişkili 

E. coli suşunun, dendritik hücrelerde hücre ölümünü indüklediği, TNF-α, IL-6 

ve IL-23 sitokinlerinin salınımını uyardığı bildirilmiştir (328). Darfeuille-

Michaud  ve ark.’nın yapmış olduğu çalışmada belirtildiği gibi E.coli grubunda 

pro-inflamatuvar özelliğe de sahip olan, entero invaziv E. coli (EİEC) 'dir. 

Sağlıklı bireylerde EİEC kolonizasyonunun oranı %6 bulunurken, CH olan 

bireylerde bu oran %38 olarak bulunmuştur (289).  

 

Bizim çalışmamızda ise, hasta ve kontrol gruplarının 

karşılaştırılmasında E. coli bakteri yoğunluğu mevcut literatür bulguları aksine 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p=0,652). Bu bulgu, E. Coli’nin İBH 

patogenezindeki rolünü sorgulamamıza neden olmuştur. Çalışmamızda E. 

coli bakterisinin EİEC özelliğine bakılmamıştır. Bu durum E. coli ile ilgili 

bulgularımızın mevcut literatür bulguları ile farklılığını açıklamaktadır. Bu 

nedenle E. coli’nin İBH’de inflamasyona olan katkısını anlamak için, EİEC 

subtiplerinin de saptanmasının gerekli olduğu düşünülmüştür. 

 

 Bacteroides, kolonda en bol bulunan mikroorganizma gruplarından 

biridir. 16SrRNA sekanslaması kullanılarak yapılan son taksonomik 

çalışmalar, Bacteroides filumunu yeniden tanımlamıştır. Bacteroides’ler 12 

türden oluşur, ancak bu türlerin bazılarının taksonomik pozisyonu hala 

değişmektedir. Bacteroides fragilis, tüm Bacteroides türlerinin yaklaşık 

%0,3’ünü içermesine rağmen, diğer Bacteroides türlerine göre hastalığa 

neden olma olasılığı daha yüksektir. B. fragilis, alt gastrointestinal sistemin, 
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bazı anaerobik bakterilerden daha aerotoleran olan kommensal anaerobik 

bakterisidir. Bu hareketsiz Gram negatif çomaklar, anaerobik şartlarda 48 

saatlik inkübasyondan sonra yaklaşık 1 ila 3 µm çapında düz gri kolonileri 

oluştururlar. En önemli bir virülans faktörü, antifagositik özelliğe sahip abse 

oluşumuna neden olabilen polisakkarit kapsülleridir. Lipopolisakkaritleri, zayıf 

endotoksin aktivitesine sahiptir. B. fragilis, glikoz, laktoz, sükroz, maltoz ve 

ksilozu fermente eder. Aynı zamanda eskulin'i de hidrolize eder. B. fragilis, 

kolajenaz, hiyalüronidaz, DNA’az, heparinazı ve nöraminidaz gibi bir dizi 

hücre dışı enzimleri de üretmektedir (334).  

 

B. fragilis, enterotoksijenik olmayan B. fragilis (NTBF) ve 

enterotoksijenik olan B. fragilis (ETBF) olarak adlandırılan iki farklı alt tipe 

ayrılmıştır. Yapılan son çalışmalarda,  ETBF,  hayvanlarda, çocuklarda ve 

erişkinlerde diyare hastalığına neden olması nedeniyle patojen olarak 

tanımlanmıştır. Diğer taraftan NTBF suşları, kolonik iltihaplanmayı bastırma 

potansiyelleri nedeniyle probiyotik olarak da önerilmektedirler (335). B. 

fragilis tarafından üretilen ve immünomodülatör etkili bir molekül olan 

polisakarit A, bağırsak dokusunda TLR-2 aracılığı ile anti-inflamatuvar immün 

tepkiye neden olur. B. fragilis'in, anti-inflamatuvar bir sitokin olan IL-10 

üretimini indükleyerek Treg hücrelerini indüklediği ve kolit gelişimine karşı 

koruyucu rol oynadığı gösterilmiştir. Bu çalışmaların sonuçları B. fragilis'in 

anti-inflamatuvar etkisinin, kolitten korunmada önemli olduğunu 

göstermektedir (336). İBH’nin aktif hastalık veya nükslerle birlikte olduğu 

durumda ETBF varlığının artmış olduğu görülmektedir. ETBF 

kolonizasyonunun, epitel bariyer fonksiyonu bozulmuş bazı İBH hastalarında 

bu fonksiyonu daha da bozarak hastalığın nüksüne sebep olduğu 

görülmüştür (334). Prindiville ve ark., İBH hastalarının mikrobiyota profillerini 

kontrol grubu ile karşılaştırmış ve ETBF’nin, İBH’li hastalarda anlamlı olarak 

daha sık olduğunu bildirilmişlerdir (337). Deng ve ark., B. fragilis’in immün 

dengenin sağlanmasında, mental hastalıklarda ve inflamatuvar hastalıklarda 

tedavi edici etkisini bildirmişlerdir (338).  
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Çalışmamızda, B. fragilis’in hasta ve sağlıklı kontrollere ait gaita 

örneklerindeki yoğunluğuna bakıldığında, kontrol grubunda hasta grubuna 

göre daha yüksek ve istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (0,033). 

Çalışmamızda ETBF ve NTBF ayırımı yapılmamıştır. Hasta grubunda B. 

fragilis yoğunluğunun kontrollere göre düşük bulunmasını nedeni olarak izole 

edilen türlerin NTBF olabileceği düşünülmüştür. Çalışmamızda B. fragilis 

yoğunluğu, ilginç olarak aktif döneminde bulunan hastalara kıyasla remisyon 

döneminde bulunan hastalarda daha yüksek bulunmuştur. Bu bulgu 

hastalardaki inflamasyonun artmasının B. fragilis yoğunluğunun azalması ile 

ilgili olabileceğini düşündürmüştür. 

 

Bacteroides cinsi içinde sınıflandırılan Prevotella, zorunlu anaerobik 

gram negatif çubuk şeklinde bir bakteridir. Kan agarda gri, açık kahverengi 

veya siyah renkte parlak ve pürüzsüz koloniler oluşturduklarından “siyah 

pigmentli bakteri” olarak isimlendirilmektedirler. Gelişmesi için hemin ve 

menadione ihtiyaç duyarlar. Amino asiti fermante etme yetenekleri sınırlıdır. 

Prevotella, ağız boşluğu, üst solunum yolu, ürogenital sistem, gastrointestinal 

sistem ve insan dışkısı gibi çeşitli bölgelerde gözlenen çok yönlü bir 

bakteridir. Ağız boşluğundan izole edilen birçok Prevotella taksonu potansiyel 

fırsatçı patojenlerdir. Prevotella suşları, sağlıklı insan florasında yaygın olarak 

bulunur ve bazı suşlarının fırsatçı endojen enfeksiyonlara yol açtığı 

bildirilmiştir. Prevotella intermdedia, Prevotella dentalis, Prevotella denticola 

ve Prevotella meleninogenica'nın çok çeşitli durumlarda patojenik olduğu ve 

konakçı dokulara saldırdığı bilinmektedir. Prevotella intermedia'nın uzun 

süredir periodontal hastalıklar, periapikal periodontitis ve akut gangrenöz 

hastalık ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Oral hastalıklara ek olarak, Prevotella 

intermedia'nın solunum yolunda kistik fibroz ve kronik bronşit ile ilişkili olduğu 

bildirilmiştir (307). Son yapılan çalışmalar Prevotella yoğunluğu ve spesifik 

suşlarının Th17 immün yanıt ile ilişkili inflamatuvar hastalıklarla ilişkili 

olabileceğini göstermiştir (339). Proteaz veya peptidaz, Prevotella 

intermedia'nın başlıca virülans faktörlerinden biridir. Bu faktörlerin konak 

dokusunun bozulmasındaki rollerinin yanı sıra inflamatuvar hastalıklar da 
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dahil olmak üzere çeşitli patolojilerde yer alan sinyal yolunun da önemli bir 

parçasıdır (307). Bir araştırmada, Nucleotide‐binding and oligomerization 

domain‐Like Receptor P6 (NLRP6) iltihabının bağırsak homeostazında ve 

farelerde deneysel koliti tetikleyen Prevotella açısından zengin disbiyozdan 

korunmasında rol oynadığı gösterilmiştir. NLRP6 eksikliğinin bağırsak 

yüzeyinde goblet hücresi işlev bozukluğuna ve azalmış mukus sekresyonuna 

neden olduğu bulunmuştur (340). NLRP6 defekti bulunan farelere Prevotella 

açısından zengin disbiyozisli gaita verildiğinde kolitin tetiklendiği görülmüştür. 

İBH’de Prevotella'nın rolü, farelerde deneysel kolit varlığı ile gösterilse de, 

insanlarda şu anda Prevotella yoğunluk artışı ile hastalık arasındaki ilişki 

kesin olarak gösterilmemiştir. Aksine Lewis ve ark.’nın yaptığı bir çalışma, 

pediatrik CH hastalarında Prevotella'nın azaldığını göstermiştir (341). Ayrıca, 

Gevers ve ark.’nın yapmış olduğu kapsamlı bir çalışma da, Prevotella ile 

tedaviye henüz başlanılmamış olan yeni tanılı CH hastaları arasında bir ilişki 

bulunamamıştır (342).  

 

Çalışmamızda hasta ve kontrol grubu arasında P. intermedia 

açısından anlamlı bir fark bulunamamıştır (p=0,551). Ayrıca çalışmamızda üç 

kontrol ve iki hasta olmak üzere toplamda beş hastada P. intermedia pozitif  

bulunmuştur (Tablo 11). Bu durumda, bu bakterinin hastalık ile ilişkisi vardır 

veya yoktur demek mümkün değildir. Ancak pozitif bulunan iki hastanın 

hastalığının aktif döneminde olması dikkat çekicidir. Her ne kadar P. 

intermedia pozitif hasta sayısının az olması, yorum yapmamızı kısıtlayan 

faktör olsa da sadece aktif hastalarda görülmüş olması P. intermedia’nın 

hastalık patogenezinde rol oynayabileceği konusunda ipucu vermektedir. 

 

İBH'ye karşı koruyucu rol oynayabilecek spesifik bağırsak bakteri 

grupları da vardır. Lactobacillus, Bifidobacterium ve Faecalibacterium 

cinslerinin de içinde bulunduğu bu bakterilerin, anti-inflamatuvar sitokin 

uyarılması ve inflamatuvar sitokinlerin baskılanması gibi çeşitli mekanizmalar 

yoluyla konağı mukozal inflamasyondan koruduğu gösterilmiştir. 
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Fecalibacterium prausnitzii'nin anti-inflamatuvar özelliklere sahip olduğu 

gösterilmiştir. Ancak, İBH'de yeterince bulunmadığı görülmüştür (343). 

 

F. prausnitzii, Firmicutes filumuna aittir ve Clostridium leptum 

grubunun ana bakterisidir. Son çalışmalar F. prausnitzii'nin insan bağırsak 

mikrobiyotasındaki en bol anaerobik bakteriden biri olduğunu ve dışkıdaki 

toplam bakterilerin yaklaşık %5'ini oluşturduğunu göstermiştir. F. prausnitzii, 

kolonositlere enerji sağlanmasında ve bağırsak sağlığının korunmasında 

önemli bir rol oynamaktadır. İn-vitro ve in-vivo çalışmalar F. prausnitzii’nin 

güçlü bir anti-inflamatuvar etkisinin olduğunu ve eksikliğinin inflamasyonu 

tetikleyebildiğini göstermiştir. Özellikle, ÜK hastalarında hastalık aktivitesi ile 

F. prausnitzii sayısı arasında anlamlı bir ters korelasyonun olduğu 

gösterilmiştir. İBH hastalarının dışkı örneklerinde F. prausnitzii seviyesi düşük 

bulunmuş özellikle hastalığın aktivite olduğu dönemde bu düzeyin çok daha 

düşük olduğu görülmüştür (344). Willing ve ark., CH’li hasta örneklerinin ileal 

biyopsilerinde E. coli’nin sayıca arttığını, F. prausnitzii'nin ise önemli ölçüde 

azaldığını bildirmiştir (345). Sokol ve ark., ise mukozasında düşük miktarda 

F. prausnitzii olan CH hastalarının ameliyat sonrası nüksetme olasılığının 

daha yüksek olduğunu göstermiştir (346). Wang ve ark., aktif CH 

hastalarından aldığı biyopsi ve gaita örneklerini karşılaştırmışlar ve dışkı 

örneklerine göre biyopsi örneklerinde F. Prausnitzii’yi daha az sayıda 

bulmuşlardır (347). F. prausnitzii'nin İBH'ye karşı koruyucu etkisinin 

etiyopatogenezi ile ilgili teoriler öne sürülmüştür. Duncan ve ark. F. prausnitzii 

suşlarının glikoz fermantasyonu sonucu nihai ürünlerinin önemli miktarlarının 

bütirat olduğunu göstermiştir (348). Bütirat, bağırsak fizyolojisinde, patojen 

istilasına karşı korunmada ve bağışıklık sisteminin modülasyonunda önemli 

bir rol oynar. Ayrıca bütirat, bağırsak epitel bütünlüğünün korunması için 

birincil enerji kaynağıdır. Bu nedenle, bütirat, anti-inflamatuvar etkiye katkıda 

bulunmaktadır. Ek olarak bütirat, histon deasetilaz aktivitesinin inhibisyonu 

yoluyla inflamatuvar yanıtı inhibe ederek NF-κB aktivitesinin baskılanmasına 

ve histonların hiperasetilasyonuna neden olabilir (344). Himmel ve ark., F. 

prausnitzii'nin inflamasyonun ilerlemesini kısıtlamak için düşük miktarlarda IL-
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12 ve büyük miktarlarda IL-10 üretimini sağladığı için Treg hücrelerini 

indükleyebildiğini bulmuşlardır (349). Sokol ve ark. ise, F. prausnitzii’nin, IL-

12 ve IFN-γ üretimini artırdığını bulmuşlardır (350). Lopez ve ark.’nın yaptığı 

çalışmada E. coli sayısında bir azalma olmadan F. prausnitzii sayısındaki 

artmanın uzun bir remisyon süresi ile ilişkili olduğunu gözlemlemişlerdir. 

Ayrıca bu çalışmada E. coli/F. prausnitzii oranının prognostik değer olarak 

gösterilebileceği ileri sürülmüştür (351).  

 

Çalışmamızda, hasta ve kontrol grupları karşılaştırıldığında F. 

prausnitzii ortalamaları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır 

(p<0,001). Kontrol grubunda F. prausnitzii sayısı hastalara göre yüksek 

bulunmuştur. Sonuçlarımız literatürdeki diğer çalışmalar ile uyumludur. Aktif 

hastalarla remisyon dönemindeki hastalar kıyaslandığında F. prausnitzii’nin 

sayısının remisyon dönemde olanlarda yüksek saptanmıştır. Bu bulgu F. 

prausnitzii’nin remisyondaki hastalarda inflamasyonu engelleyebildiği 

şeklinde yorumlanmıştır. 

 

 Gastrointestinal sistemde Firmicutes filumunda bulunan hakim türler 

Lactobacillus, Streptococcus, Veillonella, Staphylococcus ve Bacillus'tur 

(352). Lactobacillus, gastrointestinal sistem bakterilerinin %1’inden daha 

azını oluşturan, Gram-pozitif, katalaz-negatif, sporsuz, 25'ten fazla tür içeren 

basillerdir. Bu bakteriler insanların %70’inden fazlasında bağırsak florasında 

ve özellikle batı tarzda diyetle beslenen insanlarda tespit edilmiştir. 

Yenidoğan gaitasında Lactobacillus miktarının dışkı gramında 105cfu/g 

olduğu görülürken, 1 aylık ve daha büyük bebeklerde sayım dışkı gramında 

106-108cfu/g arasında değişmiştir (353). Beslenmenin başlaması ile bebeğin 

bağırsak florası değişmektedir. Anne sütü de bağırsak florasını değiştiren 

önemli faktörlerden biridir. Anne sütü, prebiyotik etkisi ile Bifidobacterium 

spp. ve Lactobacillus spp. bakterilerinin büyümesini uyarır ve bağırsağın 

mikrobiyal kompozisyonunun seçici olarak değiştirilmesinde rol alır (354). 

Sağlıklı bir insanda Lactobacillus spp.’nin bağırsak mikrobiyotasında dışkı 

gramında yaklaşık 106-107cfu/g bulunduğu gösterilmiştir. L. reuteri, L. 
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johnsonii,  L. acidophilus, L. delbrueckii, L. casei, L. Rhamnosus, L. gasseri, 

L. paracasei, L. plantarum, L. brevis ve L. fermentum türleri mikrobiyotada 

bulunan önemli türler olarak bildirilmiştir (355). İnsan bağırsak mikrobiyotası, 

Lactobacillus probiyotik suşlarının sıklıkla izole edildiği bir kaynaktır. İnsan 

bağırsak mikrobiyotasından izole edilen altı probiyotik Lactobacillus suşu (L. 

rhamnosus, L. casei, L. casei, L. johnsonii, L. acidophilus ve L. reuteri), 

başlıca gastrik ve enterik patojenlere karşı potansiyel antimikrobiyal etkileri 

bakımından kullanılmaktadır (356). 

 

 Bakterilerde, ‘quorum sensing (QS)’ olarak adlandırılan hücreler arası 

bir iletişim ağı bulunmaktadır. Patojen bakterilerde QS molekülleri, virülans 

faktörlerini kodlayan hedef genlerin ekspresyonunu doğrudan veya dolaylı 

olarak kontrol eden reseptörlere bağlanır. Bir QS mekanizması, laktik asit 

bakterileri tarafından bakteriyosinlerin üretimini de düzenler. İlginç bir şekilde, 

bakteriyosin üretimini kontrol eden Lactobacilus-QS moleküllerinin 

enfeksiyona tepki olarak aktive olduğu bulunmuştur. Ayrıca, bu bileşiklerin 

bakteriyel patojenlerin virülansının in vitro ve in vivo kontrolünde de rol aldığı 

bildirilmiştir. Bunun yanı sıra deneysel ve klinik veriler, Lactobacillus 

tarafından üretilen moleküllerin, gastrointestinal enfeksiyonları tedavi etmek 

için antibiyotiklere alternatif olarak anti-infeksiyöz molekül kaynağı 

olabileceğini göstermektedir (352). Önceki başka bir çalışmada, 

Lactobacillus'un laktocepin salgılayabildiğini ve pro-inflamatuvar kemokinleri 

seçici olarak bozarak anti-inflamatuvar etki oluşturabileceği gösterilmiştir 

(357). Mileti ve ark., Lactobacillus paracasei'nin kolit gelişiminde gecikme ve 

hastalığın şiddetinde azalma olduğunu, ancak L. plantarum ve L. 

rhamnosus’un kolit gelişimini şiddetlendirdiğini bulmuştur (358). 

 

 Crohn hastalığı olan hastaların bağırsaklarında Lactobacillus spp.  ve 

Bifidobacterium spp. bakterilerinin azaldığı gözlenmiştir. Lactobacillus 

türlerinin probiyotik olarak kullanıldığı İBH'li hastalarda, bağırsak iltihabını 

iyileştirici etkileri olduğu görülmüştür. CH olan çocuklara Lactobacillus 

rhamnosus 4 hafta süreyle verilmiş ve tedaviye başlandıktan sonra hastalık 
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indeksinde önemli bir azalma ile sonuçlanmıştır. Dört Lactobacillus türünü 

içeren probiyotik formülasyonlar, İBH ile ilişkili proktitin önlenmesinde ve 

tedavi edilmesinde etkili bulunmuştur (359). Lactobacillus casei'nin, CH’de, 

pro-inflamatuvar mediatörleri azaltarak E. coli tarafından indüklenen pro-

inflamatuvar etkileri antagonize ettiği gösterilmiştir. Probiyotik müdahalenin 

bağırsak iltihabı üzerindeki etkisi; kolonizasyon direncinin iyileştirilmesi, 

bariyer fonksiyonunun iyileştirilmesi, metabolik etkiler, sinyal iletiminin 

modülasyonu ve bağışıklık tepkileri dahil olmak üzere birçok farklı 

mekanizmanın sonucu olabileceği ileri sürülmüştür (360).  

 

Çalışmamızda Lactobacillus spp. cins düzeyinde incelenmiş ve genel 

yoğunluğu değerlendirilmiştir. Hasta ve kontrol grupları karşılaştırıldığında 

kontrol grubunda hasta grubuna oranla daha yüksek bulunmasına rağmen, 

bu oran istatiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (0,888). 

 

 Wang ve ark.’nın yaptığı çalışmada ise, hem aktif CH hem de aktif ÜK 

hastalarında sağlıklı kontrollere göre Bifidobacterium ve Lactobacillus 

sayısında bir artış gözlemlenmiştir. Bifidobacterium oranı, aktif ÜK 

hastalarında aktif CH hastalarına göre daha yüksek bulunmuştur. 

Remisyondaki İBH hastalarında ise, Bifidobacterium ve Lactobacillus  

bakterileri, aktif İBH hastalarına göre azalmış olarak tespit edilmiştir. Ayrıca 

sağlıklı kontrollere kıyasla, aktif İBH hastalarında artmış Bacteroides eğilimi 

gözlemlenmiş, ancak anlamlı bir fark saptanmamıştır. Ayrıca, Bacteroides 

oranı, remisyondaki İBH hastalarında aktif İBH hastalarına göre daha düşük 

bulunmuştur. Firmicutes filum temsilci bakterilerinden biri olan F. prausnitzii, 

hem aktif ÜK hastalarında hem de aktif CH hastalarında azalmıştır. 

Remisyondaki İBH hastalarında F. prausnitzii artmış, ancak aktif İBH 

hastalarına kıyasla anlamlı bir fark gözlenmemiştir. Gammaproteobacteria'da 

en bol bulunan bakteri olan E. coli, hem CH hem de ÜK hastalarında artmıştır 

(361). 
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 Bifidobacteria, Actinobacteria filumuna ait Gram-pozitif, anaerobik, 

sakkarolitik bakterilerdir; bunlar esas olarak memelilerin, kuşların ve 

böceklerin gastrointestinal sisteminde görülür, ayrıca anne sütü, fermente 

süt, peynir ve kefir gibi bazı gıdalarda da bulunmaktadır. Bifidobacteria 

genomu 2,0 ila 2,8 Mb arasında değişen ortalama bir boyuta sahiptir ve 

karbonhidrat sindirimi için gerekli olan genleri içermektedir. Bifidobacterium, 

gastrointestinal sistemi kolonize eden ve yaşamın ilk 12 ayında kolonda en 

yüksek oranlarına ulaşan (özellikle vajinal yolla doğan ve emzirilen 

bebeklerde toplam kolon mikrobiyotasının %90'ına kadar)  ilk bakteriler 

arasındadır. Bu bolluk zaman içinde yetişkin bireylerde önemli ölçüde (<% 5) 

düşer ve yaşlılarda daha da azalır. Genel olarak, B. bifidum ve B. longum 

bebeklerde baskın türken, B. adolescentis ve B. longum yetişkin bağırsak 

mikrobiyotasına hakimdir. Bifidobacterium’ların temel görevlerine örnek 

olarak B vitaminleri, antioksidanlar, polifenoller ve konjuge linoleik asitlerin 

üretimi; bağışıklık sisteminin olgunlaşması ve bağışıklık homeostazının 

korunması; bağırsak bariyer fonksiyonlarının korunması; bakteriyosin 

üreterek, asit üretimi ile lüminal pH'ı azaltarak ve bağırsak mukozasına 

yapışmayı engelleyerek patojenlere karşı koruma sayılabilir. Bir başka önemli 

işlevi ise, karbonhidrat fermantasyonu ile diğer kolon bakterileri tarafından 

bütirat haline dönüştürülecek olan asetat ve laktat üretimidir (362, 363). 

 

Bifidobacterium ve Lactobacillus (veya bu grupların en azından bazı 

üyeleri) bazı yazarlar tarafından İBH'ye karşı koruyucu olarak kabul edilmiştir. 

Seksik ve ark.’nin yaptığı çalışmada Bifidobacterium düzeyinin CH’de 

azaldığı ve bu azalmanın sadece inaktif hastalığı olan hastalarda anlamlı 

olduğu belirtilmiştir (364). Bifidobacterium türlerinin CH'ye karşı koruyucu rolü 

ile ilgili çalışmalar devam ederken, Campieri ve ark. da, dört Bifidobacterium 

suşunu içeren probiyotikler ile yaptıkları bir çalışmada, ameliyat sonrası CH 

nüks riskinin azaldığını bildirmiştir (365). Merwe ve ark., hastaların 

dışkılarında Bifidobacterium’u önemli ölçüde azalmış olarak bulmuştur. 

Benzer bir gözlem, Giaffer ve ark. tarafından da bildirilmiştir (366, 367). 

Bifidobacterium, bağırsak mikrobiyotası dengesini korumada önemli bir rol 
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oynadığı için konakçı için yararlıdır. Ayrıca Bifidobacterium, kronik 

inflamasyona neden olan patojenik bakterilerin büyümesini engeller. Son 

zamanlarda CH için alternatif tedavi seçeneğini olarak Biifdobacterium 

büyümesini teşvik eden fruktooligosakkaritler veya laktuloz gibi 

sindirilemeyen oligosakkaritlerin oral yoldan verilmesi önerilmektedir (368).  

 

Çalışmamızda Bifidobacterium spp. cins düzeyinde incelenmiştir. 

Hasta ve kontrol grupları kıyaslandığında Bifidobacterium spp. hastalara 

oranla kontrol grubunda diğer literatür bulgularına benzer şekilde yüksek 

bulunmuştur ve bu verilerin ortalamaları arasındaki fark istatistiksel olarak 

anlamlıdır (0,046). Aynı zamanda hasta grubu içinde remisyon döneminde 

bulunan hastalarda, aktif dönemde olan hastalara kıyasla daha fazla 

Bifidobacterium spp. yoğunluğu bulunmaktadır. Bu da bize, Bifidobacterium 

spp. türü bakterilerin inflamasyondan koruyucu etkisini göstermektedir. 

 

Fusobacterium nucleatum, oral kavitede bulunan anaerobik, komensal 

ve çok çeşitli insan hastalıkları ile ilişkili periodontal bir patojendir. Bu bakteri 

ağız florası dışında seyrek olarak görülmektedir. F. nucleatum, beş yaygın alt 

türü olan (F. nucleatum animalis, F. nucleatum fusiforme, F. nucleatum 

nucleatum, F. nucleatum polymorphum ve F. nucleatum vincentii), 

hastalıklarda prevalansı değişiklik gösteren heterojen bir türdür. Oral 

hastalıklar dışında kolorektal kanser, inflamatuvar bağırsak hastalığı ve 

apandisit gibi gastrointestinal hastalıklarla da ilişkisi düşünülmektedir (369). 

F. nukleatum ağız florasında oldukça yaygın bulunmasına rağmen, 

bağırsakta genellikle daha düşük seviyededir. Ancak İBH olanlarda miktarı  

artar ve diyet gibi faktörlerle modüle edilebilir. Diğer bağırsak bakterileri ve 

metabolitleri ile birlikte F. nucleatum, invaziv ve pro-inflamatuvar özellikleri 

nedeni ile İBH etiyolojisine katkıda bulunabilir. Strauss ve ark.’nın yaptığı 

çalışmada İBH ve sağlıklı kontrollerden alınan biyopsi örnekleri 

karşılaştırılmıştır. Bu çalışma sonucunda kontrollere göre İBH hastalarında 

Fusobacterium spp. daha yoğun olarak bulunmuştur. Tür bazında ise en çok 

F. nucleatum’un görüldüğü bildirilmiştir. Ancak klinik olarak aktif hastalığı 
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bulunanlarda anlamlı bir fark görülmemiştir. Ayrıca bu çalışmada hastalardan 

izole edilen F. nucleatum suşlarının virulansının yüksek olduğu bildirilmiştir 

(370). Pascal ve ark.’nın CH üzerinde yaptığı çalışmada Fusobacterium ve 

E.coli’nin yoğunluğunu hastalarda artmış olarak bulmuşlardır (371).  

 

Çalışmamızda, kontrol ve hasta gruplarında F. nucleatum ortalamaları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktur (p=0,598). Hastalarda 

belirgin bir artış saptanmamıştır. F. nucleatum’un pro-inflamtuvar etkisi 

nedeni ile İBH patogenezinde rol alabileceğini söyleyen çalışmaların aksine 

bizim çalışmamızda herhangi bir ilişki tespit edilememiştir. 

 

Akkermansia muciniphila, Verrucomicrobia filumunda bulunan Gram 

negatif bir bakteridir. A. muciniphila, gastrointestinal sistemin mukus 

tabakasını kolonize eder ve fekal mikrobiyotanın %1-4'ünü oluşturur. 

Anaerobik bir bakteri olarak kabul edilir, ancak yeni çalışmalara göre, 

atmosferik oksijene maruz kaldığında da canlılığını yitirmediği gösterilmiştir. 

Böylece aerotoleran bir anaerobik bakteri olarak tanımlanmıştır. Müsin 

metabolizması ve mukus tabakasının kalınlığı üzerindeki etkisi nedeniyle, A. 

muciniphila'nın bağırsak bariyeri fonksiyonunda önemli bir rolü olduğu 

düşünülmektedir. İBH’de bariyer fonksiyonlarında bir azalma ile birlikte hem 

aktif hastalıkta hem de remisyon sırasında A. muciniphila miktarının azaldığı 

görülmüştür. Reunanen ve ark., A. muciniphila'nın in vitro olarak kolon 

hücrelerinde Caco2 ve HT-29 üzerindeki etkilerini incelemişler ve bu 

bakterilerin epitelyuma yapışma ve bağırsak bariyerini güçlendirme 

kapasitesini vurgulamışlardır. Aynı çalışmada, A. muciniphila'nın, IL-8 

üretimini uyaran zayıf bir pro-inflamatuvar aktiviteye neden olabileceği 

gösterilmiştir. Bu nedenle, bu bakteri epitelde güçlü bir inflamatuvar kaskadı 

aktive etmediği, ancak mukozaya bağlı bağışıklık sistemini uygun bir 

seviyede uyardığı düşünülmektedir. Müsin ve bakteriler arasındaki ilişki 

mikrobiyotaya bağlı olarak değişmekte ve birçok çalışmada müsin bozucu 

bakterilerin bağırsak hastalıklarının patogenezinde potansiyel bir rol 

oynadıklar bildirilmektedir. Akkermansia muciniphila seviyelerinin, İBH, 
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obezite, diyabet ve apandisit gibi çeşitli bozukluklarla ters orantılı olduğu 

gösterilmiştir; ancak immünolojik etki mekanizmaları hakkında çok az bilgi 

bulunmaktadır (372). Presti ve ark. çalışmalarında İBH ve irritabl bağırsak 

sendromu olan hasta gruplarının kontrol grupları ile karşılaştırmışlardır. A. 

muciniphila yoğunluğunu İBH hastalarında diğer iki gruba göre daha az 

olarak tespit etmişlerdir (373). Kump ve ark., ÜK hastalarında fekal 

mikrobiyota transplantasyonu yapmışlar ve terapötik etkilerini 

araştırmışlardır. Özellikle A. muciniphila ve bazı Ruminococcaceae türlerinin 

etkisine bakmışlar ve çok önemli bir rol oynadıklarını görmüşlerdir. Bu 

nedenle, fekal transplantasyonda donörlerden spesifik seçimin gerekliliğini ve 

aynı zamanda alıcı mikrobiyotasında spesifik taksonların varlığı veya 

yokluğunun önemini vurgulamışlardır (374).  

 

Çalışmamızda yapılan diğer çalışmalara benzer şekilde A. 

mucinophilia oranları hasta grubumuzda kontrollere oranla düşük 

bulunmuştur. Kontrol ve hasta gruplarında A. mucinophilia ortalamaları 

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır (p:0,009). 

 

Sonuç olarak çalışmamızda elde ettiğimiz bulgular, Bifidobacterium 

spp., A.mucinophilia, F.prausnitzii bakterileri için İBH hastalarında mevcut 

literatür bulguları ile uyumludur. Lactobacillus spp., E.coli, P.intermedia ve 

F.nucleatum bakterileri için ise bulgularımız literatürden farklı bulunmuştur. 

Çalışmamızın literatürde yer alan diğer çalışmalara göre bazı kısıtlılıkları da 

bulunmaktadır. Bunlardan birisi hasta sayısının yeterli düzeyde olmamasıdır. 

Her ne kadar power analizinde en az 10 hasta ve 10 kontrol çıkmış olsa da, 

mikrobiyota gibi kişiden kişiye ve diyetle değişkenlik gösteren bir yapının 

toplum geneline yansıtılması için daha fazla hasta ve kontrol grubuna yer 

verilmesi gerekmektedir.  Çalışmamızdaki bir diğer kısıtlılık ise, mukoza ilişkili 

mikrobiyomdan ziyade fekal mikrobiyomun analiz edilmiş 

olmasıdır. Gevers ve ark., dışkı mikrobiyomunda disbiyozun ölçülmesinde 

gaitadan yapılan çalışmalarda duyarlılığın  daha az olduğunu  

göstermişlerdir. (375). Bu nedenle gaita mikrobiyom ölçümü ile İBH 
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patofizyolojisinde kritik bir rol oynayabilecek mukoza ilişkili mikrobiyomdaki 

değişikliklerin kaçırılması olasıdır. Mikrobiyomdaki mukoza ile ilişkili 

değişiklikleri anlamak için, bağırsak biyopsileri ile birlikte gaita örneklerini de 

içeren ek çalışmalara ihtiyaç vardır. Çalışmamızda bir diğer kısıtlılık ise, 

çalışma metodumuz ile ilişkilidir. Günümüzde disbiyozisi tanımlamak için 

spesifik bakterilere odaklanmak yerine daha çok yeni nesil sekanslama gibi 

yöntemler tercih edilmektedir. Ancak maliyet olarak etkin olmamaları 

nedeniyle bu tür çalışmalar ülkemizde çok nadir olarak yapılabilmektedir. 
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6.SONUÇ 

 

 Crohn hastalığı ve ülseratif kolit genetik olarak yatkınlığı olan kişilerde, 

enterik bakterilerdeki disbiyozis ile birlikte aşırı bağışıklık tepkilerinden 

kaynaklanmaktadır. Mevcut çalışmalar ve bizim çalışmamızda da 

görüldüğü gibi, agresif ve koruyucu bakteri türlerinin göreceli olarak 

dengesinin bozulduğu görülmektedir.  

 

 Çalışmamızda İBH hastalarında sağlıklı kontrol grubuna göre, 

Bifidobacterium spp., A.mucinophilia, F.prausnitzii gibi literatürce anti-

inflamatuvar etkinliği kanıtlanmış olan, mikrobiyota içinde yararlı olarak 

adlandırılan bakteriler azalmış olarak tespit edilmiştir. Lactobacillus 

spp.’de bu yararlı bakteriler grubunda tanımlanmaktadır. Ancak bizim 

çalışmamızda hasta ve kontrol grupları arasında anlamlı bir fark 

saptanmamıştır. 

 

 E.coli, P.intermedia ve F.nucleatum bakterileri ise, İBH hastalarında 

yapılan çalışmalarda artmış olarak bulunmuş ve hastalık ile 

ilişkilendirilmiştir.  Bizim çalışmamızda bu bakterilerin yoğunluğunda 

hastalar ve sağlıklı kontroller arasında anlamlı bir fark gözlenmemiş ve 

ilişki kurulamamıştır. 

 

 B.fragilis yoğunluğunun artması, yapılan çalışmaların bir kısmında İBH 

gelişimine neden olarak gösterilmişken, bazı çalışmalarda ise 

B.fragilis’in azalması hastalık nedeni olarak değerlendirilmiştir. Bizim 

çalışmamızda B.fragilis yoğunluğu sağlıklı kontrollere kıyasla 

hastalarda düşük olarak saptanmıştır. Literatürde İBH hastalarında B. 

fragilis ile ilgili elde edilen farklı bulgular, patolojik formu olan ETBF ile 

patojenik olmayan formu olan NTBF’nin yoğunluluk farkı ile 

ilişkilendirilmektedir.  

 



124 
 

 İBH tedavisinde bağırsak bakterileri arasındaki disibiyozisi düzeltmek 

bir tedavi seçeneği olabilir. Bu amaçla antibiyotikler kullanılarak seçici 

olarak doku spektrumu azaltılabilir, agresif bakteri türleri ortadan 

kaldırılabilir veya lümen ve mukozal bakteri konsantrasyonları global 

olarak azaltılabilir. Alternatif olarak, probiyotikler, prebiyotiklerin veya 

kombine probiyotikler ve prebiyotikler (sinbiyotikler) tedaviye 

eklenebilir. Bu şekilde yararlı bakteriler olan Lactobacillus ve 

Bifidobacterium gibi türlerin baskınlığının artırılması sağlanabilir.  Bir 

diğer yeni tedavi metodu ise fekal mikrobiyota transplantasyonudur. 

  

 Çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçların bazı yeni çalışmaların 

planlanmasında temel oluşturacağını düşünmekteyiz. i) Antibiyotik 

kullanımının inflamatuvar bağırsak hastalığı gelişimine etkisinin 

incelemesi ve antibiyotik kullanımı sonrası hastaların şikayetleri ile 

birlikte mikrobiyotadaki değişikliklerin irdelenmesi; ii) mikrobiyotanın 

farklı moleküler yöntemler ile değerlendirilmesi ve yöntemlerin 

karşılaştırması; iii) bireysel alışkanlıkların ve diyetin mikrobiyotayı ne 

ölçüde değiştirdiği ve hastalığın gelişiminde, önlenmesinde, 

prognozunda ne gibi değişikliklere yol açabileceğine yönelik çalışmalar 

örnek verilebilir. 
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