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OZET

inflamatuvar bagirsak hastaliklari Ulseratif kolit ve Crohn hastalig
olmak Uzere iki ana gruba ayrilan, kronik seyirli, remisyon ve alevlenmelerle
seyreden hastalik grubudur. Bu hastaligin patogenezinde, bireyin genetik
yatkinhgi, cevresel faktorler, intestinal mikrobiyota ve immun yanitlarin hepsi
ic ice gegmis durumdadir. Bu calismanin amaci, inflamatuvar bagirsak
hastaligi olan bireylerde ve saglikli kontrollerde bagirsak mikrobiyotasinin
onemli bakteri tirleri olan Akkermansia mucinophilia, Bacteroides fragilis,
Bifidobacterium spp, Eschericha coli, Faecalibacterium prausnitzii,
Fusobacterium nucleatum, Lactobacillus spp ve Prevotella intermedia
bakimindan kantitatif karsilastirmasini yapmak ve mikrobiyota degisiminin

hastalik etiyopatogenezi Uzerine etkisini belirlemektir.

Calismaya, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakultesi Gastroenteroloji
klinigine basvuran 22 hasta ve 22 sagilikli kontrol olmak Uzere toplam 44
bireyden alinan gaita 6érneg@i dahil edilmigtir. Gaitadan DNA izolasyon iglemi
icin, 6zel gaitadan ekstraksiyon kiti (QIAmp DNA Stool Mini Kit, QIAgen,
Almanya) kullanildi. Hedef bolge amplifikasyonu icin calismada yer alan
bakterilere spesifik primerler kullanildi. Ekstraksiyon islemi sonrasi tim
bakterilerin gercek zamanlh PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile
kantitasyon islemi CFX96™ Real-Time PCR System cihazinda (BIO-RAD,
ABD) kullanilarak gerceklestirildi.

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 igin istatistiksel olarak anlaml dusus goézlendi. F.
nucleatum (p=0,598), P. intermedia (p=0,551), E. coli (p=0,652) ve
Lactobacillus spp (p=0,888) bakterileri igin istatistiksel olarak anlamh fark

gOrulmedi.



Bu calismadan elde edilen sonuglar, mikrobiyotanin inflamatuvar
bagirsak hastaligi Gzerindeki potansiyel rolinu destekler nitelikte olup, bir

sonraki ¢alismalar igin kaynak niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Inflamatuvar Bagirsak Hastaligi, Mikrobiyota,
Gergek Zamanh PZR



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 Mayis 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).

Vi



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.GIRIS VE AMAC

Tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat, yillar énce “TUm hastaliklar
bagirsakta bagslar” s6zl ile bagirsak mikrobiyotasinin énemini vurgulamistir.
Son zamanlarda arastirmacilarin gesitli hastaliklarin  etiyopatolojisinde
bagdirsak mikrobiyotasinin roline dikkat c¢eken arastirmalari, Hipokrat’in
hipotezini dogrular niteliktedir. Mikrobiyotaya karsi bakis agisi mikrobiyom
projesi ile degiserek dnem kazanmig ve bagirsak mikrobiyotasi hastalik ve
saglik ile ilgili bagimsiz bir organ olarak dusunulmeye basglanmistir (1).
Mikrobiyota; insanlarla birlikte yasayan 6zel turlerin hepsini, mikrobiyom ise
bu mikroorganizlarin tasidiklari genleri tanimlamak icin kullanilir (2). insan
mikrobiyotasi;  bakteriler, virusler, mantarlar ve birgcok Okaryotik
mikroorganizmalardan meydana gelmektedir (3). Gastrointestinal mikrobiyota
ise, genellikle hem sistemik hem de bagirsak fizyolojisini etkileyebilen,
bilegsimi ve aktivitesi ¢ok c¢esitli bakterilerden olusan, dogum sonrasi
kazaniimis bir organ olarak tarif edilmektedir (4). insanda mikrobiyota;
hastalik ve saglik durumlarinda bagisiklik hicrelerinin olgunlagmasini ve
bagisiklik sistem fonksiyonlarinin gelismesini tegvik etmektedir (5). Bagirsak
mikrobiyotasi ¢esitli tirlerden olusmaktadir ve bu turlerin %80’den fazlasini
henuz kulturu yapilamamis bakteriler olusturur. Mikrobiyota caligmalarinin
bayuk  cogunlugunu  metagenomik  duzeyde vyapilan c¢alismalar
olusturmaktadir (6). Konak ile bagirsak bakterileri arasindaki mutualist iligki
simbiyoz olarak adlandirilirken; bagirsak mikrobiyotasindaki dengesizlik veya
cesitlilikteki azalma ise disbiyoz olarak adlandirilir. Kabizlik, obezite,
inflamatuvar bagirsak hastaligi, depresyon, diyabet, kolon kanseri, koroner

arter hastaliklari gibi gesitli patolojilerle iligkilendirilmektedir (7-13).

inflamatuvar bagirsak hastaliklari (IBH), crohn hastaligi (CH) ve
Ulseratif kolit (UK) olarak ikiye bélinir ve son yillarda 6nemli bir sorun haline
geldikleri gorulmektedir. Bu hastaliklarin etiyolojisi henlz bilinmemektedir.
Ancak genetik yatkinlik, gevresel uyarilar ve bagisiklik yanitlari arasindaki

karmagsik etkilesimlerin sonucu olustuklar dugunulmektedir (14). Bu Ug



bilesenin arastirildigr ¢calismalar, hastaligin patogenezi ile ilgili degerli bilgiler
vermektedir. Patojenitede normal bagirsak mikrobiyotasina anormal bir
immun yanitin mi yoksa anormal bagirsak florasina 6zgul bir immun yanitin
mi  rolindn oldugu wuzun vyillardir incelenmektedir. Yapilan hayvan
deneylerinde, her iki durumun da birlikte veya ayri ayri etkili olabilecekleri
gorilmektedir (15). IBHnin en ¢ok ylksek bakteri iceren bagirsak
kisimlarinda (kolon, terminal ileum) ortaya ¢ikmis olmasi; Chron hastaliginin
bakteri konsantrasyonunu azaltan diyetler, ileostomi, bagirsak lavaji ve genis
spektrumlu antibiyotikler ile tedavi edilebilmesi; temizlenmis bir kolonun
kommensal bakteriler ile yeniden muamele edilmesi sonucu inflamasyonun
baslamasi; florada bulunan kommensal bakterilerin hastalik gelisim
siirecinde ne derece énemli oldugunu destekleyen kanitlardir (16). iBH
hastaligi olan olgularda mikrobiyal c¢esitliligin azalmasinin yani sira gesitli
takson ve tarlerin, hastaligin  potansiyel belirleyicileri  olduklari
disunilmektedir (2, 14). IBH'li hastalarda spesifik bir mikrobiyal isaret veya
kalici bir degisiklik paterni tanimlanmamistir. Calismalarda mukozadaki
bakteri sayisinda ve gesitliliginde degisiklik bildirilmisse de kesin bir iligki
gosterilememigtir. Ancak, saglikh kontrollere kiyasla, inflamasyon olmayan
dokularda bile bagirsak epitelyum ylzeyine bagl bakteri sayisinda ve
cesitliliginde degisiklik oldugu dikkat ¢ekicidir (17, 18).

Bagirsak mikroflorasinin, insan saghgr ve c¢esitli hastaliklarin
patogenezi Uzerindeki etkisinin giderek o6nem kazandigi gorulmektedir.
IBH'de genetik ve gevresel etkenlerin yani sira mikrobiyota ve insan immiin
sisteminin de énemi bilinmektedir. Bu calisma, iBH'nin etiyolojisinde diger
faktorler yaninda mikrobiyotanin 6nemli bir faktor olabilecegi ve bagirsak
mikrobiyotasindaki  spesifik bakteriler ve sayilarindaki degigikliklerin
hastaligin etiyolojisinde onemli olabilecegi varsayimindan yola c¢ikilarak
planlanmistir. Calismada IBH’li olgularda bagirsak mikroflorasini olusturan
bakterilerin ve dedisikliklerin saptanmasi amacglanmistir. Elde edecegimiz
bulgular, mikrobiyotadaki farkhliklarin hastaliga duyarlihk veya direng

durumlarindan sorumlu olup olmadiklarini; hastaligin siddeti ile inflamasyon



iliskisini de tartisma olanagr sunacaktir. Bulgularimiz, bagirsak
mikroflorasinin birlesiminin, “tek bir patojen varli§1” disinda, iBH etiyoloji ve
patogenezinde ne derece etkili olabilecegi hipotezimizi de destekleyecektir.
iBH'li hastalarin bagirsaklarindan izole edilen mikroorganizmalarin dagilim
bilgisi, hastaligin tedavisinde sadece antibiyotik hedefini tanimlamak igin
degil, ayni zamanda bagirsak florasinin prebiyotik ve probiyotik stratejileri ile

tedavi edilmesine yonelik de katkilar sunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1.inflamatuvar Bagirsak Hastalig

2.1.1. Tanimi

IBH gastrointestinal kanalin nedeni tam olarak aydinlatilamamis kronik
ve tekrarlayan immudn aracili inflamasyon ve genellikle ¢ok sayida organi

etkileyen, ekstraintestinal bulgularla karakterize bir tablodur (19).

iBH, UK ve CH olmak Uzere klinik ve prognostik olarak birbirinden
farkl iki hastaligi icermektedir. UK hastaligi kolonu etkilerken, Chron
hastaligi agizdan perianal bdlgeye kadar tum gastrointestinal kanall
etkileyebilmektedir. Bu hastaliklarin bazi farkli patolojik ve klinik karakterleri
olmasina ragmen 6nemli benzerlikleri bulunmus ve patogonezi tam olarak
anlasilamamistir. UK ve CH’nin ayirici tanisi hastanin ve ailesinim dykisu,
endoskopik, histopatolojik incelemeler, laboratuvar testleri, radyolojik ve diger

gastrointestinal hastaliklarin dislanmasi ile yapilir (20).
2.1.2. Epidemiyoloji

Bir hastalhigin sikligini belitmek icin iki onemli terim kullanihr;
prevelans ve insidans. Bir hastaligin prevalansi, belirli bir populasyondaki
veya belirli bir zaman periyodundaki bir hastalik veya saglik durumunun
mevcut vakalarinin sayisidir. insidans ise, belirli bir zaman diliminde belirli bir
popllasyondaki yeni bir hastalik vakasi sayisidir. Dinyada IBH'nin
prevalansi ve insidansi cografik dagilima gore degisiklik gostermektedir.
Soguk iklim bdlgelerinde iliman iklim bdlgelerine gore, kentsel alanlardan
kirsal alanlara gore IBH gériilme orani artmaktadir. Gelismis Ulkelerde ve
sanayilesmenin arttigi Ulkelerde IBH insidansi yiikselmektedir. Son yillarda
dinya capinda prevelansi ylkselmektedir. Dinyada bes milyon, Avrupa’da

¢ milyon, ABD’de ise bir milyon insan iBH’den muzdariptir (21). Dinya



genelinde veriler incelendiginde CH insidans orani 0,5-24,4/100.000, UK
insidans orani 0,1-16/100.000 olarak goérilmektedir (22). ingiltere, Kuzey
Avrupa gibi batili Glkeler ve Amerika Birlesik Devletleri en ylksek prevalans
ve insidansa sahip Ulkelerdir. Faroe Adalari 81,5/100.000 oraniyla dinyadaki
en yiksek insidans oranina sahip bdlgedir (20). Hem UK’in hem de CH'nin
yillik en dusik insidansi Guney ve Dogu Avrupa, Asya ve Orta Dogu'da
gOrulmektedir ( 1-8 / 100.000) (23). Prevalans ve insidans oranlari Asya ve
Orta Dogu’da duslik goérinmesine ragmen Afrika, Asya ve Guney
Amerika’nin sanayilesmis bdélgelerinde IBH insidansinin arttigini gosteren

calisma da bulunmaktadir (24).

Tarkiye’de yapilan galismalarda insidans orani CH igin 1,4/100.000,
UK icin 2,6/100.000; prevalans orani CH icin 7,7/100.000, UK igin
25,2/100.000 olarak bildirilmigtir (25, 26). Kuzey ve Bati Avrupa ile Turkiye
insidans verilerinin kargilastirildigi  bir baska calismada ise Turkiye'de

insidansin digerlerine gore dusik oldugu gortlmektedir (27).

CH'nin baglama yasi, iki farkl yas araliginda artis gostermektedir: ilki,
daha c¢ok gorulen, 15-30 yaslari arasinda gercgeklesir; ikincisi, daha az
gorulen, 50 ila 70 yas arasindadir. Tani gocuklarda ve ergenlerde % 25, 60
yas Ustli hastalarda % 10-15 oraninda konmaktadir (21). UK’in ise herhangi
bir yasta ortaya ¢ikmasina ragmen daha ¢ok 30-40 yas arasinda ¢ikmaktadir.
Tarkiye’deki yas ortalamasi her iki hastalik icin de 20-29 ve 40-49 yaslar

arasinda iki farkli dagilim goéstermektedir (26).

Kadin ve erkek arasinda IBH insidansinda kiglk farklilklar
bildirilmigtir. Yetiskin donem baslangi¢gh CH’de belkide hormonal faktorlerin
hastalik ekspresyonundaki etkisi nedeniyle hafif bir kadin baskinhgi
gorulmustur (28, 29). Rochester Epidemiyoloji Projesi'nden elde edilen
verileri kullanan bir ¢alismada; erkek cinsiyeti, kadin cinsiyetine gére daha

yiksek UK gériilme orant ile iligkili bulunmustur (28).



Hem UK hem de CH, Yahudi olmayan niifuslara kiyasla Yahudi’lerde
daha yaygindir (30). Siyah popllasyonlarda IBH insidansi beyazlara gore
daha dusik bulunmustur (31).

2.1.3. Etiyoloji ve patogenez

Glniumizde halen IBH'nin kesin etiyolojisi bilinmemektedir. Ancak
genetik olarak yatkin bireylerde, bazi gevresel faktorlerin etkisi ile olusan
disbiyozise verilen duzensiz immun yanit sonucu kronik intestinal
inflamasyonun neden oldugu dusunulmektedir. Son galismalar gdsteriyor ki,
bireyin genetik yatkinhidi, gevresel faktorler, intestinal mikrobiyota ve immun

yanitlarin hepsi, IBH patogenezine katkida bulunmaktadir ( Sekil 1).

2.1.3.1. Genetik faktorler

Hem hayvan hem de insan denemeleri, genetik faktérlerin IBH gelisimi
uzerindeki etkilerini kanitlamigtir (32). Ancak, CH’nin %85'inden fazlasinin
aile hikayesi yoktur (33). IBH’li birinci derece akrabalari olan hastalarda,
hastalik riski normal kigilere gore 3 ila 20 kat daha yuksektir (34, 35). Her iki
ebeveyninde IBH olan gocuklarin 28 yasindayken iBH gelisim riskinin % 33
oldugu belirlenmistir (32). CH’li bir kardese sahip olmak, normal insanlara
kiyasla CH gelisim riskini 30 kat artirmaktadir (36). Yapilan ikiz kardes
¢alismalarinin yaklasik Ugte ikisinde, bir kardeste CH var ise diger kardese
de on yil icinde tani konuldugu gosterilmistir (37).
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Sekil 1. Mikrobiyota gelisimini etkileyen faktorler

Bir calismada, 554 CH hastasinin %17'sinde aile dykusu saptanmigtir.
Hastalarin %86'sinda hastalik bdlgesi yakinlari ile uyumlu, %82'sinde ise
hastalik Klinik tipi yakinlari ile uyumlu oldugu bulunmustur (35). Bagka bir
calismada, etkilenen ailelerde hastalik yerlesimi ve turu ile olan uyumluluk
sirasiyla %56 ve %49 olarak tespit edilmistir (38). Bu nedenle, hastaligin

klinik 6zellikleri ve yerinin kalitsal olabilecedi gosterilmigtir.

Cesitli arastirmalar, hem CH hem de UK ile iligkili 200'den fazla gen
lokusu gostermistir; bu genlerin %70’den fazlasi immun aracili hastaliklar ile

de iligkili bulunmustur. Bu farkli genler tarafindan sentezlenen proteinlerin



tespiti, bu hastaliklarin patogenezi olan spesifik yollarin tanimlanmasinda

yardimci olmustur (39, 40).

Hucre ici organellerin geri donusumune izin veren ve hucre igi
mikroorganizmalarin uzaklastirlmasina katkida bulunan otofaji yolunu
duzenleyen bazi genler (ATG16L1, NOD2, IRGM ve LRRK), CH ile iligkilidir.
CH’ye sahip bazi hastalarda bu yollarin kusurlu oldugu dusuniimektedir (41-
44).

Adaptif immanite ile iligkili interldkin (IL)-17 ve IL-23 reseptdr yolunu
dizenleyen genler (6rn; IL23R, IL12B, STAT3, JAK2, TNFSF15 ve TYK2),
hem UK hem de CH'de riskin artmasi ile iligkili bulunmustur (45, 46).

Epitel fonksiyonunu duzenleyen bircok epitel bariyer geni (6rnegin
OCTN2, ECM1, CDH1, HNF4A, LAMB1 ve GNA12) iBH ile iligkilidir. Daha
yaygin olarak UK ile iliskilidir (47, 48). Paneth hiicre biyolojisini kontrol eden
genler (6rn, Xbp-1; NOD2, ATG16L1) CH'de de tanimlanmigtir (49, 50).
Anormal Paneth hucrelerinin daha yuksek oranda olan CH hastalarinda,
cerrahi rezeksiyon sonrasi diger hastalarla karsilastirildiginda daha erken

hastalik ntksu izlenmistir (50, 51).

2.1.3.2. immiinolojik faktérler

Bagirsak mukozasi, ¢ok sayida mikroorganizma igerdiginden dolayi
steril olmamasi ile diger mukozalardan farklilik goésterir. Burada bulunan
kommensal mikroorganizmalarin, patolojik mikroorganizmalarin yayiliminin
Oonlenmesinde, vyiyeceklerin sindiriminde ve temel besin saglanmasinda
goérevleri vardir (52). Bagirsak immun yanitt bu kommensal
mikroorganizmalara ve yiyecek antijenlerine kargi tepki gostermez iken
patolojik mikroorganizmalara kargi cevap olusturmaktadir. Bu nedenle
bagirsak birgok lenfoid organ icermektedir ve bu da bagirsak ile iliskili lenfoid

doku (GALT- gut associated lymphoid tissue) olarak isimlendirilmigtir. GALT



lenfoid folikiillerden, Payer plaklarindan ve lenf digimlerinden olusur. IBH

hastalarinda, GALT lokal bagisikhgr zayiflamigtir (53).

Fiziksel bariyer olarak rol alan silindirik bagirsak epitel hicreleri yuzey
epiteline, villuslara, goblet hicrelerine, paneth hucrelerine ve ndéroendokrin
hucrelere farklilagabilirler. Pro-inflamatuvar sitokinler ve serbest oksijen
tarlerinin Uretimi ile bakteriyel ajanlara ve metabolitlere cevap veren epitel
hicreleri, dogal ve edinsel bagisikliga katkida bulunmaktadirlar. Bagirsak
epitel tabakasindaki hucreler, bagirsak patojenlerini subepitelyal lamina
propriyadan ayirmayi saglar (54). Ayni zamanda bagirsak epitel bariyerinin
batunlugu, tight junction, desmosom ve adherans junction gibi baglantilar ile
de korunur. Mukus tabakasi mukozayi korumak icin dis epitel ylzeyini kaplar
ve mikroorganizmalarin bagirsaga girme yetenegini azaltir. Bu mukus
tabakasi genellikle goblet hucrelerinden salinan musini, paneth hicrelerinden
salinan defensinleri ve fosfatidilkolini (lesitin) icerir. Mukus tabakasi,
kommensal bakterilerle temas halinde bir dis tabakaya ve intestinal epitel ile
temas halinde olan steril bir i¢ tabakaya sahiptir (55). Genetik duyarlilik veya
cevresel stres ile iligkili herhangi bir mekanizma nedeniyle mukus tabakasina
zarar verilmesi, bagirsak mukozasinin bagirsak patojenlerine daha fazla
maruz kalmasina neden olur. Bu, hastalik patogenezinin énemli bir nedeni
olan artan kronik bagirsak iltihabina neden olmaktadir (56). Bazi hayvan
calismalari, anormal bagirsak epitelyal bariyer ve gecirgenligin farelerde
spontan kolit geligsiminin duyarhhgint arttirdigini  géstermigtir. Diger bir
calismada, IBH gelisiminde intestinal gegirgenlik ve kusurlu epitelyal bariyerin
etken oldugu gosteriimistir.  Bagirsak epitel hucrelerinde  birgok
mikroorganizmaya spesifik olmayan mukozal savunma saglayan alfa-
defensinler ve beta-defensinler gibi cesitli antimikrobiyal peptidlerin

uretimindeki bozulma da, CH hastalarinda tespit edilmistir (57).

Epitel hlcreleri arasindaki bosluklarda ¢ogunlukla CD8+ T
hiicrelerinden olugsan ve yOTCR eksprese eden intraepitelyal lenfositler (IEL)

bulunurlar. Bakteriyel antijene yd T hucresi dogal bagisikhgin bir parcasi



olarak cevap vermektedir. Bu hucrelerin birgok gorevi vardir. Patojen
mikroorganizmalarin bagirsak epiteline girmesini dnlemek, immun korumayi
desteklemek, hasarli ve enfekte hucreleri uzaklastirmak, epitel iyilesmeyi
saglamak gibi sitolitik ve diizenleyici gérevler sayilabilir. IEL hiicreleri T hiicre
markirlari (6rn CD45RO+), integrin-aER7, IL-2, interferon gama (IFN-y) ve
tumor nekroz faktoru-alfa (TNF-a) gibi sitokinleri de sentezleyebilmektedir
(58, 59).

T ve B hucrelere bagli alanlar iceren Peyer plaklari, bagirsak
mukozasinda lenfoid dokunun 6zellesmis oldugu bolca bulunan alanlardir.
Limenden antijenlerinin alimindan ve antijene spesifik immunglobulin A (IgA)
uretimi yapan B hicre olusumundan sorumludur (60). Peyer plak
yuzeylerinde aralarinda M hucrelerini iceren epitel hicreleri bulunmaktadir.
Mukozal bagisiklikta 6nemli rol oynayan M hacreleri, limenden bakterileri ve
¢ozunebilen antijenleri icine alarak kontrollu bir sekilde Peyer plaklarinin icine
tasirlar. Peyer plaklarinda bulunan T hicrelerinin cogu CD4+ T hicresidir ve
T hacrelerinin 2/3'G afT-hlcre reseptori (TCR) eksprese eder. B hucreleri

ise gogunlukla IgA uretimi yaparlar (61).

Bagirsak lamina propriasinda bulunan IgA+ plazma hucreleri, T ve B
lenfositler, noétrofiller, makrofajlar ve dendritik hiicreler epiteli gegen antijenin
islenmesinde goérev alirlar. Normalde immatir safhada bulunan dentritik
hicreler, yuksek endositik aktivite ve duguk T hucre aktivasyonu 6zelligi ile
de bagirsak boyunca immun cevabin duzenlenmesinde rol almaktadirlar.
Etkenle maruziyet sonrasi olgunluk kazanarak T hicreleri aktiflestirmek
uzere ikincil lenfoid organlara giderler. CD4+ ve CD8+ T hucrelerine antijen
sunmak, T hicrelerde apoptozisi uyarmak ve IL-10 Ureterek immun toleransi
uyarmak dentritik hicrelerin baslica gorevleridir. Ayrica follkuler dendritik
hicreler, B hicre fonksiyonunun sirdurilmesi ve immunolojik hafiza
olusturulmasini saglamaktadir (62, 63). Plazma hucrelerinin ve B lenfositlerin
%80’i IgA, %15'i IgM, %3’U IgG, %2’si ise IgE salgilamaktadirlar. Sekretuvar

IgA, lumen antijenlerine baglanarak bunlarin [iUmene baglanmasini Onleyip
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mukus tabakasi ile ortamdan uzaklagmasini saglayarak antijene 6zgu anti-
inflamatuvar etki gostermektedir. Bu edinsel immun savunma fonksiyonu
sonucu bagirsak patojenlerine kargi koruyuculuk islevini saglamaktadir.
insanda IgA (retimi hem T hiicrelere bagh, hem de T hiicrelerden bagimsiz
olarak gerceklesebilmektedir (64). B lenfositleri ayrica mukozal adezyon-
hidcre adezyon molekil 1 (MAdCAM-1) ve vaskuler hiicre adezyon molekulu-
1 (Vascular cell adhesion molecule/VCAM-1) aracilidi ile hicrelerin hedefe
gidisinde rol alan 0437 integrin Uretiminde rol alirlar. T lenfositleri ise IgA
uretiminde sorumlu sitokinlerin (IL-2, IL-4 ve IL-5) salgilanmasini saglarlar
(59, 65). IBH'li hastalarda miyeloid hicrelerin Urettigi lamina propriada

yuksek sitokin seviyeleri tespit edilmistir (66-68).

CD4+ T yardimci (Th) hacreleri, fonksiyonel olarak cesitli T hicre alt
gruplarina ayrilir. Bu alt gruplar Th1 hucreleri, Th2 hucreleri, Th17 hucreleri
ve duzenleyici T hacreleridir. Hucre i¢i mikroorganizmalari temizleyen Th1
hicreleri, agirlikli olarak IFN-y, TNF-a ve IL-2 Uretir (69). IL-4 tarafindan
indUklenen ve IL-12 tarafindan inhibe edilen Th2 hicreleri genellikle IL-4, IL-5
ve IL-13'0 uretir, boylece B hucresi farklilagsmasi saglar. Th2 hacreleri alerjik
reaksiyonlarda rol oynar ve toksinlere karsi koruma saglar (69, 70). Hicre
dis1 patojenleri, otoimmunitede merkezi bir rol oynayan yardimci T
hicrelerinden alan hucreleri temizleyen Th17, inflamatuvar sureci ve mukozal
yuzeylerdeki tepkileri duzenlemede o6nemlidir (71). Th17 hucrelerinin alt
gruplari ayrica IFN-y, TNF- a veya IL-10 da Uretebilir. Sitokinler, Th17
hicrelerinin mukozal ytzeyler Gzerindeki davranigini belirler. IL-23 (p19 / p40
heterodimerinden olusur) Th17 hicrelerinin stabilizasyonu icin dnemlidir (72).
IL-23 reseptoriindeki mutasyonlar iBH'ye yatkinh@i artirmasi ile iligkilidir (45,
73, 74). Bu sitokinlerin 6nemi, hem p19 alt Unitesinin hem de p40 alt
dnitesinin (hem IL-12 hem de IL-23'te ortak olarak bulunur) hedef alindigi
tedavinin etkinligi gosterilerek kanitlanmistir (75). Calismalar, Th17
tarafindan Uretilen IL-21 ve IL-2'nin IBH hastalarinin inflamatuvar
mukozasinda yuksek oldugunu gostermistir (76, 77). Anormal T-hlcre tepkisi

ile sitokinlerin ve kemokinlerin agiri Uretimi, kronik bagirsak iltihabinin nedeni
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olabilir. IBH tedavisinde ilaglarin temel amaci adaptif bagisikliktir.
Kortikosteroidlerin ana mekanizmasi, TNF-a ve IL-1 gibi pro-inflamatuvar
sitokinlerin baskilanmasi, T hidcre farklilagsmasinin ve tip 1 interferon
sekresyonunun duzenlenmesidir (78). Artmis mukozal IL-12 seviyeleri
anormal Th1 immun tepkisine yol agabilir. Bu da CH'de bagirsak iltihabina
neden olabilmektedir (79, 80).

Bagirsak lUmenindeki mikroorganizmalara asiri immun cevap,
bagirsakta iltihaplanma ile sonuglanabilir. Bu nedenle, bagisiklik sisteminin
denge halinde olmasi gerekmektedir. Mukozal immun sistemin disfonksiyonu
IBH’nin patogenezinde dénemli bir rol oynamaktadir. intestinal mukoza icinde
cesitli lenfositlerin antijenine spesifik aktivasyonu, IBH immiinopatolojisinin
onemli bir oOzelligidir (81). Yapilan calismalar CH’de inflame bagirsak
mukozasinda Th-1 ile iligkili sitokinler (TNF, IFN-y, IL-12) ile Th-17 iligkili
sitokinlerin (IL-17A, IL-21, IL-23) belirgin bir sekilde arttigini ve bazi inhibitér
sitokinlerin (TGF-B, IL-10, IL-25, IL-33 ve IL-37) 6nemli dlgude azaldigini
g6stermistir. Ancak UK hastalarinin inflame bagirsak mukozasindaki sitokin
profilleri daha farklidir. UK’de Th-2 ye bagli sitokinlerin (IL-4, IL-13) Gretiminin
arttigr  gorulmektedir (81, 82). Pro/anti-inflamatuvar sitokinlerin  bu
dengesizligi, bagirsak mukozal inflamasyonuna katkida bulunur. iBH olan
olgularda inflamasyon kaskadinin regllasyonunda, 6zellikle baskilanmasinda
defekt olmasi nedeniyle inflamasyon artarak surer ve hasar da devam eder
(82).

2.1.3.3. Cevresel faktorler
Glinimizde IBH ile iligkili c¢ok sayida calisma yapilmis ve
etiyopatogenez igin c¢ogunlukla asagida belirtilen risk faktorleri ile iligki

bulunmustur.

Sigara, CH icin risk faktoriidir, ancak UK icin degildir (83, 84). Bu

ikiligin temeli heniiz ¢ézilmemis olsa da, nikotin ve / veya sigara yan urUnleri
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dogrudan mukozal immun yanitlari, diz kas tonusunu, bagirsak gegirgenligini
ve mikro damarlari etkileyebilecegi dusuntlmuistir (85). Iki yiiz binden fazla
kadini igeren bir kohort galismasinda, hem mevcut hem de eski sigara
icenlerin hi¢ sigara igmeyenlere kiyasla CH gelistirme olasiligi daha yuksek
bulunmustur. Yine ayni ¢calismada ulseratif kolit riski, sigara icmeyenlere gore
mevcut sigara i¢enler igin anlamli derecede farkli bulunmamigtir (84). Sigara
icmek ayni zamanda CH’den kaynakli cerrahi gerektiren komplikasyonlarini
da (6rnegin darliklar, fisttil) arttirir (83, 85, 86). Mevcut veriler sigaranin UK
icin risk faktéri olmadigini ve UK gelisme riskini azaltabilecegini
gOstermektedir (83, 87). Sigaray! birakma ile iligkili riskteki artig, sigaranin
koruyucu etkisinin kaybiyla aciklanabilir. Bu daha sonra UK semptomlarinin
baslamasina neden olan maskeleyici etki olarak yorumlanabilir. Sigara icmek
ayni zamanda UK'nin seyrini de etkileyebilmektedir. UK hastalarda sigara
birakma, hastalik aktivitesindeki artis ve hastanede vyatis riski ile
iliskilendirilmistir (88).

Fiziksel aktivite, CH riskindeki bir azalmayla iligkilendirilmis, ancak UK
ile iligkisi saptanmamistir (89, 90). Fiziksel aktivite hakkinda veri saglayan
194.711 kadini kapsayan iki buyuk prospektif kohort ¢calismasinda, CH riski,

fiziksel aktivite ile ters orantili olarak bulunmustur (89).

Diyet faktorleri, epidemiyolojik calismalardan elde edilen veriler
1siginda IBH gelistirme riskinde rol oynayabilecegini gostermektedir. Ozellikle
meyve ve sebzelerden elde edilen ylksek oranda lif alimi, CH riskinde bir
azalmayla iliskilendirilmis ancak UK ile bir baglanti saptanamamistir (91-93).
Hayvansal yag ve poliansatiire yag asitlerinin diyette alim artisi, UK ve CH
riskinde bir artis ve UK hastalarinda niiks artisi ile iliskilendirilmistir (92, 94-
96). Yuksek omega-3 yag asidi alimi ve daha duguk bir omega-6 yag asidi
alimi, daha dusuk bir CH riski ile iligkilendirilmigtir (97). Veriler, D vitamini
aliminin, CH riski ile ters iligkili oldugunu ve D vitamini eksikliginin IBH
hastalarinda yaygin oldugunu gostermektedir (98, 99). Gida antijenlerinin,

IBH gelismesine neden olan imminolojik bir yaniti tetikledigi
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dugunulmektedir;  Bununla  birlikte, spesifik  patojenik  antijenler

tanimlanmamistir (100).

Uyku yoksunlugu, iIBH hastalarinda artmis UK ve hastalik alevienmesi
riski ile iligkili bulunmustur (101, 102). Prospektif bir kohort ¢alismasi 151.871
kadinda uyku siresini ve IBH insidansini degerlendirdi. Glinde alti saatten az
veya dokuz saatten fazla saat uyuma suresi bildirilen kadinlar, glinde yedi ila
sekiz saat uyuma suresi bildirilen kadinlara gore daha yuksek Ulseratif kolit
riskine sahipken, uyku suresi CH riskini degistirmemis olarak tespit edilmistir
(101).

Enfeksiyon hastaliklari, spesifik bir patojen yer almasa da, IBH
gelisiminde bazi klinik calismalarin hedefi olmustur. Bazi gdzlemsel
calismalar, akut gastroenterit ile IBH gelisimi arasinda bir iligki oldugunu
gOstermistir (103-106). Porter ve arkadaslarinin 3000 hasta ve 11000 kontrol
ile yaptigi calismada, kontrollere kiyasla akut gastroenterit atagi geciren
hastalarda iBH riski daha ylksek bulunmustur (103). Birkag arastirma, birgok
bulasici  ajanin  (6rn;  mikobakteriler, virusler, mantarlar) IBH'nin
patogenezindeki rolunu degerlendirmistir; ancak nedensel bir faktor olarak

spesifik bir patojen tanimlanmamistir (103-110).

Antibiyotik kullanimi IBH ile iliskilendirilmis olmasina ragmen, bunun
nedensel bir iligki olup olmadigi agik degildir (111-113). IBH tanisi alan 7208
hastayi iceren 11 gbézlem calismasinin meta-analizinde antibiyotik maruziyeti,

CH riskinin artmasiyla iliskiliyken UK ile iliski g6zlemlenmemistir (112).

Nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglar (NSAIi) IBH gelisme riskini
artirabilir. Yetmis binden fazla kadini igeren bir kohort galismasinda, ayda en
az 15 giin boyunca NSAIi kullanimi, UK ve CH riskinin ila¢ kullanmayanlara
gére arttirdigi goérilmistir. NSAil'lerin iBH ile iliskisi birka¢ mekanizmadan
kaynaklaniyor olabilir. NSAIi kullanimi ile iligkili bagirsak epitel bariyerinin

siklooksijenaz aracili bozulmasi, bagirsak mikrobiyomu ve bagirsak
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yuzeyindeki immun hucreler arasindaki etkilesimi etkileyebilir. Ek olarak,
NSAIi'ler, IBH patogenezinde Kkilit rol olan trombosit agregasyonunu,
inflamatuvar mediatdrlerin salinimini ve strese mikrovaskuler yaniti degistirir
(114-116).

Oral kontraseptifler ve hormon replasman tedavisinin, IBH gelisme
riskini az da olsa artirabilecegi gésterilmistir (117-119). 75.815 premenopozal
kadini iceren 14 calismanin meta-analizinde, oral kontraseptif kullananlarda,
kullanmayanlara gére UK ve CH gérilme riski yiiksek bulunmustur (117).
Bagka bir galismada ise, 108.844 postmenopozal kadinin, hormon replasman
tedavisi UK riskinde artis ile iligkiliyken, CH ile risk saptanmamistir. UK riski
hem mevcut hem de gecmis kullanicilar arasinda, menopoz sonrasi hormon
tedavisini hi¢ kullanmayan kadinlara kiyasla artmigtir (118). Oral
kontraseptiflerin veya hormon replasman tedavisinin iBH riskini arttirdig!
mekanizma belirsizdir, ancak mikro damar sistemi Uzerindeki trombotik
etkileri veya o6strojenin inflamatuvar cevabin arttirimasindaki etkileri neden
olarak dusunulebilir (120).

Akne vulgaris tedavisinde kullanilan izotretinoin ile IBH arasinda bir
iliski oldugu bildirilmistir (121, 122). izotretinoin kullanimi ile IBH gelisimi
arasindaki potansiyel iligki duguncesini rahatsiz edici kilan, izotretinoin ile
tedavi edilen akne hastalarinin gogunun, bazi verilerin IBH gelisimi ile iligkili
olabilecegini one suren oral tetrasiklin sinifi antibiyotiklerle de tedavi edildigi
gercegidir (113, 123).

Apandektomi ile iBH arasindaki iligki, taninin CH mi yoksa UK mi
olduguna baglidir. CH'de bazi g¢alismalar, appendektomiden sonra CH
riskinin arttigini gostermigtir (124). Ayni zamanda, baska bir meta-analizde
ortaya cikan artmis riskin, yeni baslayan CH olan hastalarda yanls bir
tanidan kaynaklanabilecegini 6ne surdii (125). UK de ise veriler,
apandektominin, UK gelisme riskini azaltabilecegini ve koruyucu etki

mekanizmasinin bilinmedigini gostermektedir (106, 126-128).
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Psikolojik faktérler ile IBH gelisme riski arasindaki iligkiyi inceleyen
calismalar tutarsiz sonuglar vermistir (129, 130). Stresin IBH hastalarinda
semptomlarin alevlenmesindeki etkisi, muhtemelen enterik sinir sisteminin
aktivasyonu ve pro-inflamatuvar sitokinlerin Uretiminden kaynakli olabilir
(131, 132).

Obezitenin IBH gelisimi icin artmis risk teskil edip etmeyecegi belli
degildir (133, 134). Karin igi yag birikimi mukozal iltihaplanmalara katkida
bulunabilir ve bdylece IBH hastalarinda klinik seyri etkiler (135). CH olan bir
calismada, obez hastalarda obez olmayan hastalara kiyasla anoperineal
komplikasyonlar daha erken meydana gelmistir. Obez hastalarda aktif
hastalik gelistirmesi ve hastaneye yatisin gerekliligi daha olasi olarak
bulunmustur (136).

2.1.3.4. Mikrobiyota

IBH ve mikrobiyota iliskisi bir sonraki baslhkta detayli olarak

incelenecektir.
2.1.4. Ulseratif kolit

UK, kolonun mukozal tabakasi ile sinirli tekrarlayan inflamasyon
ataklari ile karakterizedir. Genellikle rektumu icerir ve kolonun diger

kisimlarini icerecek sekilde proksimal ve surekli bir sekilde uzanabilir.

Klinik bulgular

UK'li hastalarda genellikle kanli diyare ile birlikte kolit gérilmektedir.
Bagirsak hareketleri rektal inflamasyonun bir sonucu olarak sik ve azdir.
iligkili semptomlar arasinda kolik karin agrisi, tenesmus ve idrar kagirma
vardir. Esas olarak distal tutulumu olan hastalarda, kan ve mukusun sik
akmasi ile birlikte kabizlik da olabilmektedir (137).
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Semptomlarin baglangici genellikle kademelidir ve birka¢ hafta iginde
ilerler. Semptomlar, kendiliginden sinirli rektal kanama ataklari ile devam
edebilir. Semptomlarin siddeti, kanli veya kansiz ginde dort veya daha az
digkl bulunan hafif hastaliktan siddetli kramplar ve surekli kanama ile glinde
10'dan fazla digki ile seyreden agir hastaliga kadar degiskenlik gosterebilir
(137).

Hastalarda ates, halsizlik ve kilo kaybi gibi sistemik semptomlar
olabilir. Ayrica kan kaybi, kronik hastalik anemisi veya otoimmun hemolitik
anemiden kaynaklanan demir eksikligine bagli anemi nedeniyle dispne ve
carpinti olabilir. Sistemik semptomlarin varli§i ve ciddiyeti, bagirsak

hastaliginin klinik ciddiyetine baglidir.

Fizik muayene

Ozellikle hafif hastali§i olan hastalarda genellikle normaldir. Orta ila
siddetli UK’si olan hastalarda ates, hipotansiyon, tasikardi ve solukluk
gorulebilir. Rektal muayenede kanamaya bagl kanitlar bulunabilir. Uzun
sureli diyare semptomlari olan hastalarda kas kaybi, deri alti yag kaybi, kilo
kaybi ve yetersiz beslenmeden kaynaklanan periferik 6dem belirtileri olabilir
(137).

Hastalik aktivitesinin siddeti, hastalik aktivite endeksi kullanilarak
objektif olarak 6lculebilir. Montreal UK siddeti siniflandiriimasi ishalin
sikhigina, siddetine ve sistemik semptomlar ile birlikte laboratuvar
anormalliklerinin varligina bagli olarak hafif, orta ve agir olarak siniflandiran
bir endekstir (138). UK siddeti siniflandiriimasi;

eHafif: Bu hastalarda ginde dort veya daha az kanli veya kansiz digki

vardir, sistemik toksisite belirtileri yoktur ve normal bir eritrosit sedimantasyon

hizi (ESH) vardir. Hafif krampl agri, tenesmus ve kabizlik donemleri de
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yaygindir; ancak siddetli karin agrisi, bol kanama, ates ve kilo kaybi hafif

hastalik spektrumunun bir parcasi degildir.

eOrta: Bu hastalarda sik sik gevsek, kanli digki (giinde doértten fazla),
eritrosit transplantasyonu gerektirmeyen hafif anemi ve siddetli olmayan karin
agrisi vardir. Hastalar, dusuk dereceli ates de dahil olmak Uzere minimal
sistemik toksisite belirtilerine sahiptir. Yeterli beslenme genellikle korunur ve

klinik hastalik ile iligkili olmayan kilo kaybi vardir.

eAgir: Siddetli bir klinik tabloya sahip hastalarda, tipik olarak siddetli
kramplarla beraber sik kanl diskilama (gunde alti veya daha fazla) ile
beraber ates (sicaklik 237.5 ° C), tagikardi (=90 atim/dk), anemi (hemoglobin
<10,5 g/ dL) ve yuksek ESR (=30 mm / saat) gibi sistemik toksisite bulgulari

vardir. Hastalarda hizl kilo kaybi olabilmektedir.

UK’li hastalarin cogu, hafif siddette bir atak sirasinda tani almaktadir.
ik tanida hastalarin yaklasik yizde 27'sinde orta derecede hastalik varken
yuzde 1'inde ciddi hastalik tablosu gorulmektedir (139, 140).

Mayo skorlama sisteminde ise, hastaligin ciddiyetini degerlendirmek
ve tedavi sirasinda hastalari izlemek igin kullaniimaktadir (141). Skorlar O ile
12 arasinda degismekte olup, ilerleyen skorlar daha agir oldugunu

gOstermektedir.

Ekstraintestinal bulgular

UK oncelikle bagirsakla ilgili olsa da, diger organ sistemleri de
etkilemektedir. IBH olan hastalarin yiizde 10'undan azinda ilk basvuruda
ekstraintestinal bir bulgu goralurken, hastalarin yasamlari boyunca
ekstraintestinal bulgu verme olasihgl yuzde 25 olarak goérulmugstir. Primer
sklerozan kolanjit ve ankilozan spondilit hari¢, ekstraintestinal bulgular kolitin

klinik seyrini takip etmede kullanilabilmektedir (142). Artrit, IBH'nin en sik
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gorilen bagirsak disi bulgusudur. IBH'nin en sik gérilen okdler belirtileri
arasinda (veit ve episklerit bulunur. Sklerit, iritis ve konjonktivit de IBH ile
iliskilendirilmistir. IBH ile iliskili en sik gériilen cilt lezyonlari eritema nodozum
ve pyoderma gangrenozumdur. Primer sklerozan kolanjit, yagli karaciger ve
otoimmin karaciger hastaligi, IBH ile iliskilendirilmistir. IBH'li hastalar hem
vendz hem de arteriyel tromboembolizm agisindan yuksek risk altindadir.
Otoimmiin hemolitik anemi, IBH ile iliskilendirilmistir. Anemili hastalar
asemptomatik olabilir veya dispne, yorgunluk ve carpinti gibi spesifik
olmayan semptomlara sahip olabilir. IBH'nin pulmoner komplikasyonlari,
nadir olmasina ragmen, solunum yolu inflamasyonu, parankimal akciger
hastalidi, serozit, tromboembolik hastalik ve ilaca bagh akciger toksisitesini
icerir. Semptomlar, diflzyon kapasitesindeki asemptomatik distslerden
OkslUruk ve mukopurilent balgam uretimi ile brongsektaziyi etkisiz hale

getirmeye kadar degigir (143-150).

Laboratuvar bulgulari

Siddetli UK hastalarda anemi, yiiksek eritrosit sedimantasyon hizi (230
mm / saat), dusuk albumin, ishal ve dehidrasyon nedeniyle elektrolit
anormallikleri olabilir (151, 152). UK ile birlikte primer sklerozan kolanijiti olan
hastalarda serum alkalin fosfataz konsantrasyonu da yukselebilir. Bagirsak

iltihabl nedeniyle fekal kalprotektin veya laktoferrin ylkselebilir (153).

Gorintileme

UK tanisi igin abdominal goriintileme gerekli degildir, ancak kolit
semptomlari olan hastalarda uygulanabilir. Abdominal radyografi genellikle
hafif-orta siddette hastaligi olan hastalarda normaldir, ancak ciddi veya
fulminan UK'li hastalarda tanimlayici olabilmektedir. Cift kontrastli baryum
lavmani, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans géruntuleme ve doppler ile

yapilan ultrason goérintilemede kullanilabilir.
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UK'li hastalarda endoskopik bulgular spesifik degildir. Endoskopide
elde edilen kolon biyopsileri, iltihaplanmanin kronikligini belirlemek ve diger
kolit nedenlerini diglamak icin gereklidir. Bir ileokolonoskopi, CH’ye isaret
eden iltihaplanma i¢in terminal ileumun degerlendiriimesine ve kolonik
hastaligin endoskopik genigligini ve ciddiyetini belirlemeye izin verir. Bununla
birlikte, agir kolitli hastalarda toksik megakolonun perforasyon potansiyeli
nedeniyle kolonoskopiden kaginiimaldir. Bu gibi hastalarda fleksibl
sigmoidoskopi yapilmali ve degerlendirme rektum ve distal sigmoid kolonla
sinirl olmahdir (154, 155).

UK hastalarda endoskopik bulgular, eritemat6z gérinimde mukozanin
buyumesine bagli olarak vaskuler belirti kaybini igerir. Ayrica, mukozda
petesiler, eksudalar, 6dem, erozyonlar, dokunma gevrekligi ve spontan
kanama mevcut olabilir. UK’yi dislindiiren biyopsi 6zellikleri, kript apselerini,
kript dallanmasini, kisalmasini ve kargasasini ve kript atrofisini icerir. MUsin
tikenmesi ve Paneth hilicre metaplazisi dahil olmak Uzere epitel hicre
anormallikleri gorilebilir. Bu dzelliklerin higbiri UK’ye 6zgii olmamakla birlikte,
iki veya daha fazla histolojik 6zelligin variigi UK igin oldukga spesifiktir (156,
157).

UK tanisi, dort haftadan uzun siredir kronik ishalin varligina,
endoskopide aktif iltihaplanma kanitlarina ve biyopside kronik degisikliklere
dayanmaktadir. Bu 6zellikler UK igin spesifik olmadigindan, tani koymak ayni
zamanda diger kolit nedenlerinin ekarte edilmesine, Ilaboratuvar
calismalarina ve endoskopide elde edilen kolonun biyopsilerine baghdir
(158).

2.1.5. Crohn hastahgi
Bir diger IBH olan CH, transmural inflamasyonla karakterizedir ve agiz

boslugundan perianal bdlgeye kadar |Uminal gastrointestinal sistemin

herhangi bir bolumuna igerebilir. Hastalik dagihmi su sekildedir: Hastalarin
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yaklagik %80'inde, genellikle distal ileumda ince bagirsak tutulumu vardir ve
hastalarin Ggte birinde sadece ileitis vardir. Hastalarin yaklagik %50'sinde
ileokolit vardir ve bu da ileum ve kolonun tutulumunu ifade eder. Hastalarin
yaklasik %20'si ise kolonla sinirli hastaliga sahiptir. UK’li hastalardaki rektal
tutulumun aksine, koliti CH hastalarinin yarisinda rektum korunmaktadir.
Hastalarin yaklasik Ugte birinde perianal hastalik vardir. Yaklasik %5 ila 15
oraninda agiz veya gastroduodenal alan tutlumu bulunurken, daha az sayida

hasta yemek borusu ve proksimal ince bagirsakta tutulum vardir.
CH baslangic yasi, hastallk yeri ve hastallk davranisina gore
siniflandinlabilir. Montreal siniflandirmasi epidemiyolojik ve popullasyon

temelli calismalarda yaygin olarak kullaniimaktadir (137).

Klinik 6zellikler

CH'li hastalarda tani konmadan yillar 6nce semptom olabilir veya akut
olarak ortaya cikabilir (138). Kardinal semptomlar arasinda karin agrisi, ishal
(belirgin kanamasi olan veya olmayan), yorgunluk ve kilo kaybi vardir (140).
Karin kramp agrilari, hastalik CH’nin yaygin bir belirtisidir. Distal ileum ile
sinirli hastaligi olan bir hasta siklikla sag alt kadran agrisi ile kendini gosterir.
inflamatuvar siirecin transmural yapisi fibrotik darliklara neden olur. Bu
strikturler siklikla tekrarlayan karin agrisi ve ince bagirsak tikanikligi veya
daha az yaygin olarak kolonik tikanikliga neden olur. ishal, sik rastlanan bir

durumdur. Yorgunluk ve kilo kaybi da diger klinik bulgulardir (141).

CH'nin transmural bagirsak inflamasyonu, fistlllere ve abse
olusumuna yol acabilecek sinls yollari ile iligkilidir: Fistlller, transmural
inflamasyonun serosaya nufuz edebilen ve fistlllere yol agabilen sinls
traktlari ile iligkilidir. Fistuller, iki epitel doseli organi birbirine baglayan
yollardir. Ornegin, bagirsagi mesaneye (enterovezikal), cilde (enterokutan),

bagirsaklara (enteroenterik) veya vajinaya (enterovajinal) baglayabilir (24).
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CH'deki diger gastrointestinal tutulum bolgelerinin klinik bulgulan
degiskendir ve ileokolonik tutulumdan daha az sikhkta ortaya c¢ikar. Agiz
tutulumunda aftéz Ulser veya agizda ve dis etlerinde agr olabilir. Ozofagus
tutulumu, odinofaji veya disfaji ile ortaya cikabilir. Gastroduodenal tutulum
hastalarin yuzde 15'inde gorulur ve Ust karin agdrisi, bulanti ve/veya

postprandiyal kusma ile ortaya gikabilir (159).

Malabsorpsiyon, ince bagirsak tutulumu olan CHde ve safra tuzu
emilim bozuklugu olan hastalarda protein kalorisi yetersiz beslenmesine,
hipokalsemiye, vitamin eksikligine (6rn. Vitamin B12) ve metabolik kemik

hastaliina yol acabilecek sulu ishal ve steatore ile birlikte olabilir (159).

Ekstraintestinal belirtiler

CH'nin ekstraintestinal belirtileri genellikle inflamatuvar hastalik
aktivitesiyle iligkilidir. Artrit veya artropati, Uveit, iritis ve episklerit gibi goz
tutulumu, eritema nodozum ve pyoderma gangrenozum gibi deri bulgulari,
primer sklerozan kolanjit, piyojenik karaciger apsesi, ikincil amiloidoz,
kalsiyum oksalat ve Urik asit gibi renal taslari ve pulmoner tutulum 6rnek
olarak verilebilir (160).

Fizik muayene

Fiziksel muayene normal olabilir veya CH'yi dustnduren spesifik
olmayan belirtiler (6rn; kilo kaybi) gosterebilir. Daha spesifik bulgular
arasinda perianal cilt bulgulari, sinus izleri ve karin hassasiyeti veya elle

hissedilir karin kitlesi (tipik olarak sag alt kadranda) bulunur (146).

Laboratuvar Bulgulari

Rutin laboratuvar testleri normal olabilir veya anemi, yuksek I6kosit

sayimi, yuksek C-reaktif protein, elektrolit anormallikleri, demir eksikligi, B12
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vitamini eksikligi ve D vitamini eksikligini ortaya ¢ikarabilir. Digki inflamatuvar
belirtecleri (fekal kalprotektin veya laktoferrin), bagirsak iltihabi nedeniyle
yukselebilir (146).

Goruntileme

Endoskopik ozellikler arasinda, normal goriunen mukozanin alanlarina
bitisik fokal Ulserler ve kaldirrm tasi goérinimu ile sonuglanan noduler
mukozal degisiklikler yer alir. Atlamali tutulum bdlgeleri ve genis hastalik
alanlari tarafindan kesilen normal bagirsak segmentleri ile tipiktir.
Psodopolipler de mevcut olabilir. Normal gortinen rektal mukoza CH’de sik
gorulir.  Kolonoskopi  sirasinda, histolojik inflamasyon  kanitlarini
degerlendirmek igin gorinuste endoskopik olarak normal olsa bile sag kolon,
sol kolon ve rektumdan biyopsiler alnir. Histolojik bulgular fokal
Ulserasyonlari, akut ve kronik inflamasyonu icerir. Bu bulgular genellikle
tanidan ziyade dogrulayicidir. Granulomlar, CH'li hastalarin yizde 30'unda
gorulur ve bu histolojik bulgu destekleyicidir ancak tani koymak igin gerekli
degildir. Video kapsul endoskopisi veya kablosuz video endoskopi, ince
bagdirsak mukozasini radyasyona maruz kalmaksizin degerlendirme imkani
saglar. Diger ince bagirsak calismalarinda gorilmeyen lezyonlari (6rn; ince
badirsak Ulserleri) tespit edebilir. Gorlintileme yontemlerinden manyetik
rezonans, bilgisayarli tomografi, baryumlu goéruntllemeler tanida alternatif
olarak kullanilabilir (140).

Prognoz

CH'li birgcok hasta icin semptomlar kronik ve araliklidir, ancak hastalik
seyri degisebilir. Bazi hastalarda surekli ve progresif bir aktif hastalik seyri
olabilirken, hastalarin yaklasik %20'si ilk tanidan sonra uzun sureli remisyona
girebilir (161). Kronik bagirsak iltihabi, striktar, fistil veya apse gibi
komplikasyonlara neden olabilir. Populasyona dayali bir kohort galismasi,

CH’li hastalarda intestinal komplikasyon gelisme riskinin tanidan 20 yil sonra
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%50 oldugunu ve ileal tutulumun komplikasyonlarin baslamasi icin daha kisa

bir zaman araligi ile iligkili oldugunu gostermistir (162).

2.1.6. Tedavi

IBH tedavisindeki hedef; akut hastaliga bagli semptomlari azaltmak,
mukozal inflamasyonu azaltmak, hastanin iyilik halini diuzenlemek, hastaneye
yatisi engellemek, komplikasyonlari ve cerrahiyi azaltmaktir. inflamasyonun
bolgesi, tutulumun derecesi, semptomlarin siddeti, ekstraintesinal

komplikasyonlar ve tedaviye cevap tedavi stratejisini belirlemektedir.

2.1.6.1. Medikal tedavi

Aminosalisilatlar  (5-ASA), immunmodilatorler (azatiyoprin, 6-
merkaptopurin, metotreksat), kortikosteroidler, antibiyotikler (metronidazol,
siprofloksasin) ve biyolojik ajanlar (infliksimab, adalimumab, vedolizumumab

ve ustekinumab) medikal tedavinin alti 6nemli bilesenleridir.

Akut alevlenmelerde ve baslangi¢ tedavisinde aminosalisilatlar ve
kortikosteroidler kullaniimaktadir. Aminosalisilatlar, remisyonun saglanmasi
icin verilir ve kolonik hastalikta daha etkilidirler. Bu nedenle UK'de CH'ye
gore daha fazla tercih sebebidir. Hem rektal hem de oral kullanim sekilleri
bulunmaktadir ve kombine tedavileri tek bagina tedaviye gore daha hizli
remisyonu sagdlamaktadir. ikinci grup ilag olan kortikosteroidler, aminosalisilat
tedavisi ile yeterli yanita ulagsilmayan ya da kullanamayan hastalarda
dusunulmektedir. Kortikosteroidler, inflamasyonu baskilayarak semptomlarda
hizli bir iyilesme saglar. Orta-siddetli aktif IBH'de tercih edilirken uzun dénem
tedavide efektif olmadigi i¢in tercih edilmemelidir. Steroidlerin 12 haftadan
daha uzun bir kullanimlari sonucunda ise katarakt, osteoporoz ve miyopati

gibi yan etkileri gorulebilir (163) .
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IBH tedavisindeki énemli olan diger nokta korumadir. Bunun igin
immunomodulatorler, biyolojik ajanlar ve antibiyotikler kullaniimaktadir.
imminomodilatorler, uzun dénem inflamasyonu kontrol etmek ve hastayi
remisyonda tutmak igin kullanilir. Steroid tedavisi verilemeyen hastalarda ilk
tedavi secgenegi olarak dusunulur. Bu ilaglarin etkisi ortalama 2-3 haftada
ortaya c¢ikmaktadir. Oral 6-merkatopurin ve azatiyoprin gibi tiyopurinler;
haftalik uygulanan metoreksat bu grupta 6rnek verilebilir. Siklosporin ve
takrolismus gibi kalsindrin inhibitorleri siddetli hastalikta ve steroide yanitsiz
vakalarda kullanilir. Anti tumor nekroz faktor ilaglari olan infliksimab ve
adalimumab IBH tedavisinde kullanilir. CH’'de yaygin ince bagirsak tutulumu
olanlarda, UK'li hastalarda ise siddetli kolit hastalarinda tercih edilir.
Antibiyotikler, CH’de komplikasyonlarin tedavisinde kullaniimaktadir. UK’de

ise pos enfeksiyonu gelismis ise tercih edilir (163).

2.1.6.2. Cerrahi tedavi

Striktar, perforasyon, obstriksiyon, refrakter kanama, apse varligi ve
medikal tedaviye cevap vermeyen vakalarda cerrahi tedavi tercih edilir. UK'li
hastalarda kolektomi ile kir saglanirken; CH'de kur saglanmamaktadir (164).

2.1.6.3. Diger tedaviler

Antidiyareik ilaglar, probiyotikler, prebiyotikler ve fekal mikrobiyota
transplantasyonu diger tedavi secenekleridir. Antidiyaretik ilaglar, darlk gibi
komplikasyonlari olan, tedaviye yanit vermeyen CH'de semptomatik tedavide
yararli  bulunmustur (165). Fizyolojik ve terapdtik aktiviteleri olan
probiyotiklerin, CH olan hastalarda induksiyon veya remisyonun
surdirilmesinde vyararli oldugu goérilmustir. Ancak fayda saglayip
saglayamayacagl henuz kesin olarak belirlenmemistir. Fekal mikrobiyota
transplantasyonu ile vyapilan c¢alismalar UK remisyon indiiksiyonunu

sagladigini gostermistir (166).
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2.2. Mikrobiyota

insan; memeli hiicreleri ve prokaryotik hiicrelerin toplamindan olusan
karmasik bir yapiya sahiptir. “Mikrobiyota” terimi, insan viicudunda bulunan
simbiyotik, kommensal ve patojenik mikroorganizmalari temsil eden
mikrobiyal florayr tanimlar. Mikrobiyom ise, bu mikroorganizmalarin
genomlarini ifade eder (167). Her insan, 10 ile 100 trilyon arasi mikrobiyal
hicre icermektedir ve 70 kg’lik bir insanin yaklasik 1-2 kg'i bakterilerden
olugsmaktadir. Bu bakterilerin yaklagik %901 bagirsaklarda yerlesmis
durumdadir. Genom sayisi bakimindan da bakterilerin genomu insan genom
sayisindan kat kat fazladir. Bagirsak mikrobiyomunun insan genomundan
150 kat daha fazla gen icerdigi tahmin edilmektedir. Ylzey alani olarak
bakteriler iki tenis kortu buyukliguindedir. Tum bu rakamlar g6z o6nune
alindiginda, aslinda mikrobiyota sanal bir organ olup, islevleri, genetik yapisi,
metabolizmasi bircok organdan daha biyiktir (168). ‘insan Mikrobiyom
Projesi’ kultirden bagimsiz olan ve metagenomik yéntemlerin gelisiminden
sonraki en buyuk projedir. Projenin tamamlanmasiyla birlikte, hem
mikrobiyotanin icerigi ve cesitliligi, hem de fonksiyonel o6zellikleri ile ilgili
bircok yeni bilgiler edinilmigtir. Bu proje ile 300 saglikh insanin 15 farkli vicut
bolgesinden alinan ornekler degerlendirilmis ve 35 trilyon okumadan olusan
2,3 terabyte buyuklugunde bir metagenomik veri bankasi elde edilmistir
(169). Kisi Uzerindeki mikrobiyomlar, zaman iginde gevresel faktorler, diyet,
probiyotikler, prebiyotikler, virusler ve 6zellikle antibiyotikler ve ilaglarin etkisi
ile degisim gdsterebilir (170). Yeni gelistirien DNA sekanslama teknikleri ile
insan mikrobiyomunun cgesitliligi buyuk ol¢glude ortaya konulmus ve standart
kaltur tekniklerinin aksine mikroorganizmalarin en az %80'i tespit
edilebilmistir (6). Ribozomal RNA’nin alt birimi olan 16S rRNA gen
Olgumleriyle mikroorganizmalar 6zgun bir sekilde saptanabilmektedir. 16S
rRNA alt birimi, gogu bakteri igin ortak olan yuksek oranda korunan bolgelere
ve her bakteri tirine 06zgl degisken bodlgelere sahiptir. Bu 06zgunlik
bakterileri taksonomik olarak siniflandirmayi saglar (171). Mantarlarda ise,

18S rRNA veya 26S rRNA gen bolgeleri dlgulerek siniflandirma
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yapilmaktadir (172). Bu gelismelerle, son on yilda, bagirsak mikrobiyotasi
bircok gastrointestinal ve ekstra-gastrointestinal hastaligin arastiriimasinda

anahtar bir konu haline gelmigtir.

2.2.1. Mikrobiyotanin geligimi

Gebeligin ilk giintinden bebegin ilk iki yas donemine kadar olan dénem
ilk 1000 gun olarak tanimlanmaktadir. Bu donem bebeklikten erigkinlige
kadar bircok sistemi etkilemektedir. Tum yagsami etkileyen bu ilk 1000 gunlik
surecin buyuk ¢ogunlugunun anne ile ilgili oldugu gosterilmigtir. Mikrobiyota
uzerindeki gegici ve kalici etkiler annenin gebelik sureci, dogum sekli,
emzirmesi ve beslenmesi ile iliskilendirilmistir (173). Mikrobiyota gelisim

surecindeki degisimler Sekil 2’de 6zetlenmisgtir.

Dogum seklinin mikrobiyota Uzerindeki etkisini gosteren ilk calisma,
Dominguez Bello ve ark.’nin 2010 yihinda Venezuella’ da 9 gebe kadin ile
yaptiklari calismadir. Bu galismada 4 gebe normal vajinal dogum yaparken, 5
gebe sezaryen dogum yapmistir. Calismada ilk dogumun sekline bagli olarak
mikrobiyota profilinin farkli oldugu gosterilmigtir. Ancak calismaya katilan
gebe sayisinin kisitl olmasi g¢alismanin dezavantaji olarak yorumlanmigtir.
Normal vajinal yontemle dogan bebeklerin ¢gogunun anatomik noktalarinda;
annenin vajinal florasinda bulunan Laktobacillus, Atopobium, Sneathia ve
Prevotella bakterilerinin baskin oldugu goériimustir. Sezaryen ydntemle
dogan bebeklerde ise, Laktobacillus’'un yogun olmadigi, Staphlococcus
turlerinin baskin olarak bulundugu bildiriimistir (174). Kanada’da yapilan bir
baska calismada sezaryen ve normal dogum karsilastirilarak aradaki fark
ortaya konmustur. Yine ayni c¢alismada dodum sonrasi anne sutu
kullaniminin da mikrobiyotay: etkiledigi ortaya konmustur (175). Martin ve
ark.’nin yaptigi bir baska calismada, spontan vajinal yol ile dogan ve anne
sutu ile beslenen bebeklerde intestinal mikrobiyotadaki Bifidobacteria
iceriginin, ilk 20 gun igerisinde baskin hale geldigi, sezaryen ile dogan

bebeklerde ise bu surecin 6. aya kadar uzadigi tespit edilmistir (176). Hill ve
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ark.’nin 2017 yilhinda yaptiklari galismada dogum seklinin bebegin intestinal
mikrobiyotasi Uzerindeki etkilerinin yani sira gestasyonel yasin da
mikrobiyota Uzerine etkili oldugu, term ve preterm bebekler arasinda
farkhliklar oldugu goérulmastir. Sezaryen ile dogan bebeklerde, ilk 6 ay
yalnizca anne sutu ile beslenmenin mikrobiyota Uzerine olumlu etkilerinin
oldugu belirtiimigtir (177). Chu ve ark.’nin 2017 yilinda yaptiklari ¢alismada,
tim bu calismalarin aksine spontan vajinal yol ile sezaryen arasinda
mikrobiyota cesitliligi acisindan fark olmadigi belirtiimistir (178). Ancak bu
arastirma, normal dogum ile sezaryen arasindaki mikrobiyota farkinin
degismedigini ifade eden bu doneme kadarki tek c¢alismadir ve yeni
calismalar ile desteklenmesi gereklidir. Gebelik doéneminde annenin
mikrobiyotasini etkileyen faktorlerden olan “annenin gebelik sirasindaki
beslenmesi, gebe kalmadan onceki vucut kitle indeksi ve annenin gebelikteki
stres durumunun” bebegin mikrobiyotasi Uzerinde de etkili oldugu
gOsterilmistir (176, 179, 180).

Bir diger 6nemli etken olan anne sutu ile beslenme, erken donemde
mikrobiyota Uzerinde etkilidir (179). Dinya Saglik Orgitli yasamin ilk 6
ayinda tek basina, 2 yasina kadar ise diger besinler ile birlikte anne sutu
verilmesini 6nermektedir (181). Anne sutinidn mikrobiyotasi ile ilgili yapilan
calismalarda, anne sutiunin kendisine ait bir mikrobiyota igerigi oldugu ve bu
icerigin de dogum sekli ve gestasyon haftasina gore farkliliklar gosterdigi
gorulmustir (182). Anne sutunun mikrobiyota igeriginin ve dolayisi ile
bebegin mikrobiyotasinin onemli diger 6zelligi de, anne sutunun prebiyotik
icerigidir (183). Anne sutu ile beslenen bebeklerin intestinal mikrobiyota
icerigine kisa sure igerisinde Bifidobacterium spp. hakim olmakta, formdl
mama ile beslenen bebeklerde ise, mikrobiyota icerigi farkhlik
gOstermektedir. Yasamin ilk 6 ayinda yalniz anne sutlu alan bebeklerde,
erigskinlerden ¢ok farkh olarak bebegin ihtiyaclarina yonelik oldugu ve
Bifidobacterium’un egemen oldugu (%75) gdsterilmistir (176, 179, 184).
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Cocukluk doneminde vyapilan ilk kdltar temelli arastirmalarda,
gastrointestinal (GiS) mikrobiyomunun, 1-4 yas arasinda olgunlasarak
kolonizasyon durumuna ulastigi dastntlmekteydi (185). Ancak yakin
zamanlarda yapilan molekiiler calismalar, ¢ocuklarin ve yetiskinlerin GIS
mikrobiyomunda onemli farkhliklari ortaya cikarmistir. ABD’de yapilan bir
arastirma, yetiskin GiS mikrobiyomuna kiyasla, cocuklarda Firmicutes,
Proteobacteria ve Actinobacteria'da genel bir artma, Bacteroidetes'te bir
azalma oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, Ruminococcus spp., Roseburia
spp., Alistipes spp., Faecalibacterium spp., Bacteroides Xxylanisolvens ve
Bacteroides vulgatus bakterilerinin erigkinlere kiyasla, cocuklarda artmis
olarak  goérulmustiar (186). Erken c¢ocukluk déneminde intestinal
mikrobiyotanin igerigini etkileyen bir diger 6nemli faktér, antibiyotik
kullanimidir (179). Antibiyotiklerin her yas doneminde kullaniimasinin degisik
Olcllerde mikrobiyota kompozisyonu Uzerine olumsuz etkileri bulunmaktadir
(187). Ozellikle yasamin ilk 5 yilinda, antibiyotik kullaniminin ergenlik ve
eriskin donemde obezite ve inflamatuvar bagirsak hastaliklari ile iligkili
olabilecegine yonelik galismalar bulunmaktadir (188, 189). Erken donemde
mikrobiyota Uzerinde etkili olan olumsuz diger faktorlerin, endustriyel
gidalarin  yogun tuketimi, sigara kullanimi, sehir yasami, asiri hijyenik
yaklasimlardir. Son yillarda ayagi topraga basan, yesil alanlarda zaman
gegiren ve evde evcil hayvan besleyen cocuklarda enfeksiyonlarin ve allerjik
hastaliklarin sikhdinin azalmasi ile ilgili olumlu sonuglar bildirilmektedir (190-
194). GIS mikrobiyomu ile ilgili ergenlik déneminde yapilmis cok fazla bir
calisma bulunmamaktadir. Ancak hormonal degisikliklerden dolayi énemli bir

gecis donemi olarak dusunilmektedir (195).
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GEBELIK _ . .
Steril gastrointestinal zaman

>
Ny Sezeryan Dogum: Bifidobacteria, Bacteroides, Staphylococcus,
DOGUM o . _
Propionibacterium spp., Corynebacterium 1
Vajinal Dogum: Lactobacillus, Prevotella, Sneathia spp.,

Clostridium difficile 1

>

(1. AY)

[BEBEKLIK ] Enterobacteria 1

>

BEBEKLIK Bifidobacteria 1
(2. AY) Bacteroides 1

—>
BEBEKLIK Firmicutes 1
(24. AY) :
Bacteroidetes 1

—>

[ YETISKIN } Firmicutes 1
Bacteroidetes |

>

YASLILIK Firmicutes |
Bacteroidetes 1

Sekil 2. Mikrobiyotanin geligimi
Kaynak: Kumar ve ark. (2016) (196).
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Yasllik dénemi mikrobiyotasi Uzerine yapilan galismalarda, GIS
mikrobiyomunun  yetiskinlerden farkli  oldugunu  gdsterilmistir.  GIiS
mikrobiyomunun kompozisyonundaki degigsikliklerin sagliktaki duguslerle
iligkili ~ oldugu  dusUnulmektedir (197). Genel olarak, yashlarda
Firmicutes/Bacteroides oraninin azaldigi goérilmustir. Bacteroides spp.,
Prevotella spp., Faecalibacterium prausnitzii ve Enterobacteriaceae'da bir
artis saptanmis ve bu yaslilikta yasam kalitesinin genel olarak dusmesiyle
iligkilendirilmistir. Yaghlikta gozlenen bu degisiklikler ilag kullaniminin
artmasi, diyet eksikligi ve ayrica hormonal seviyelerin degismesi ile
iligkilendirilmigtir (186, 196).

2.2.2. Normal gastrointestinal mikrobiyota yapisi

Yapilan ¢alismalar mikrobiyotanin parmak izi gibi kisiye 6zel oldugunu
gOstermektedir. Cografya, diyet, yasam tarzi gibi farkhliklarla birlikte saglikli
bireylerin hem taksonomik hem de fonksiyonel mikrobiyotasi cesitlilik
gOstermektedir. Bagirsak mikrobiyotasinin  500-1000 mikrop turinden
olustugu dusunulmekteydi. Ancak son zamanlarda yapilan genis capli
¢alismalarda, bu disuncenin aksine insan bagirsak mikroflorasinin 35000'in
lizerinde bakteri tiriinden olustugu tahmin edilmektedir (198). insan
Mikrobiyom Projesi (HMP) ve insan Bagirsak Sisteminin Metagenomu
(MetaHIT) calismalari sonucunda insan mikrobiyomunda 10 milyondan fazla
gen olabilecedi dusunulmektedir. Vicudumuzdaki hdcre sayisinin bakteri
sayisina oraninin 1/10 oldugu bilinmekteyken, son zamanlarda yapilan
calismalarda bu oranin 1/1 oldugu ortaya konmustur (199). Gastrointestinal
sistemde 6zefagustan rektuma kadar mikroorganizmalarin hem cesitliligi hem
de sayisi artmaktadir. Ozefagus ve midede bakteri yogunlugu 10%-10°3 iken
kolonda yaklasik 10*? oldugu tahmin edilmektedir (196).

MetaHIT ve HMP verilerince toplam 12 filuma ait 2172 bakteri turl

tanimlanmis ve bu bakterilerin  %93,5'i Bacteriodes, Firmicutes,

Actinobacteria ve Proteobacteria filumuna ait olarak bulunmustur (200).

31



Bacteriodes ve Firmicutes ailelerinin bagirsak mikrobiyomunun buylk bir
cogunlugunu  olusturdugu  bilinmektedir.  Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria ve Verromicrobia bagirsak
mikrobiyotasini olusturan temel 6 bakteriyel filum elemanlaridir (Tablo 1) (6).
Bu genel profil sabit kalsa da, bagirsak mikrobiyota dagilimi hem zamansal
hem de mekansal farkliliklar gostermektedir. Ornegin dzefagusta bulunan
bakteri sayisi ve gesitliligi rektumda degismektedir (201). Limenden mukoza
derinligine gittikgce de bakteri gesitliligi degismektedir. Gaitadan da olgulebilen
Streptococcus, Bifidobacterium, Enterococcus, Enterobacteriacae,
Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus ve Lactobacillus gibi bakteriler
luminal yuzeyde baskin iken Lactobacillus, Clostridium, Akkermansia ve

Enterococcus gibi bakteriler daha cok mukoza ve mukus ile iligkilidir (202).

Tablo 1. insan bagirsak mikrobiyotasinin temel filum siniflari ve temsil eden
bakteri cinsi ornekleri

Filum Cins

Firmicutes Faecalibacterium
Lactobacillus
Clostridium
Enterococcus

Ruminococcus

Veillonella
Bacteroidetes Bacteroides

Prevotella
Actinobacteria Bifidobacterium
Proteobacteria Escherischia
Fusobacteria Fusobacterium
Verromicrobia Akkermansia

Adiz boslugunda; Streptococcus, Prevotella, Porphyromonas ve
Fusobacterium suglari yogun olarak bulunmaktadir. Midede; Helicobacter,
Streptococcus, Prevotella, Veillonella, Rothia, Lactobacillus, Staphylococcus

ve Peptostreptococcus yogun bulunur. Helicobacter, midede bulunan baskin
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bir cinstir ve mide florasinin tim mikrobiyal dizenini belirler. Streptococcus,
distal 06zofagus, duodenum ve jejunumda baskin bir cins olarak
gorunmektedir. Kalin bagirsak, vicutta bulunan tim mikroplarin %70" inden
fazlasini igerir. Kalin bagirsakta yasayan baskin filum Firmicutes ve
Bacteroidetes'dir (203). Son zamanda yapilan ¢alismalar, bu oranin saglkh
kisilerde degisebildigini gostermis ve konunun tartisiimasina neden olmustur.
Kolon, Firmicutes ve Bacteroidetes filumlarinin yani sira, ¢cok az miktarda da
olsa Vibrio cholera, Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Bacteroides
fragilis ve Escherichia coli gibi birincil patojenleri (%0,1) de icermektedir
(204). Sekil 3'de normal gastrointestinal mikrobiyada yapisinda bulunan

bakteri sayilari ve ornekleri gorulmektedir.

MetaHIT ¢alismalari, bagirsak florasinin siniflandiriimasinda baska bir
yolu 6nermigtir. Bu siniflandirma, ilaglar ve diyete farkl cevaplar veren,
cografya ve cinsiyete gore istikrarli, iyi dengelenmis konakgi-mikrobiyal
simbiyotik durumuna goére yapilmistir. Bu kimelere enterotip adi verilmistir.
Genel olarak Ug enterotip vardir: Yiksek miktarda Bacteroides olan Enterotip
1; Prevotella bollugu olan Enterotip 2; ve bol miktarda Ruminococcus
bulunan Enterotip 3. Enterotip 1'e ait bakteriler; proteazlar, heksoaminidazlar
ve galaktosidazlar gibi genis bir sakkarolitik potansiyele sahiptir. Bu enzimatik
potansiyel kumesi g6z onune alindiginda, bu organizmalarin diyet
karbonhidratlarindan ve proteinlerinden enerji elde ettigi anlagilir. Enterotip
2’e ait bakteriler; agirhkh olarak, bagirsak mukozal katmanini 6rten musin
glikoproteinlerinin bir indirgeyicisi olarak davranir. Enterotip 3’e ait bakteriler;
sekerlerin hucre zarindan tasinmasina ek olarak muasin yikimi ile de
iliskilendirilmistir. Enterotipler, ayrica diger spesifik metabolik fonksiyonlara
da sahiptirler. Ornegin, biotin, riboflavin, pantotenik asit ve askorbat sentezi
enterotip 1'de daha fazla goérulurken, tiamin ve folat sentezi enterotip 2'de
daha baskindir. Enterotip kavrami, farkh bireylerdeki farkli organizma
siniflarinin - dagihmin1  agiklamamaktadir. Bacteroides ve Prevotella’nin

bagirsakta esit oranda bulunmamasi nedeniyle, bireyler arasi dagilimi, bu iki
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organizmanin ikisinin de baskinhgina dayanan enterogradient kavrami daha

iyi aciklamaktadir (205).

Agiz: 1012 Bakteri

Streptococcus
Prevotella

e Porphyromonas
e Fusobacterium

Mide: 1034 Bakteri

e Lactobacillus

e Candida

e Streptococcus

e Helicobacter pylori

e Peptostrepsococcus

Jejenum: 105 Bakteri

Streptococcus
Lactobacillus

Terminal lleum: 1089

Bakteri

Clostridium
Streptoccus
Bacteroides
Actinomicinae
Corynobacteria

Kolon 1012 Bakteri

l °

Bacteroides
Clostridium
Bifidobacterium
Enterobacteriacea

Sekil 3. Normal gastrointestinal mikrobiyota yapisi
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2.2.3. Mikrobiyotayi etkileyen faktorler

Mikrobiyota, dinamik ve bireye 6zgu bir yapiya sahiptir. Cesitli faktorler
mikrobiyotay! gegici veya kalici olarak degistirebilmektedir. Mikrobiyom ve
cevresel faktorler arasindaki dinamik etkilesim, mukozal ve sistemik
bagisikligi sekillendirir. Bu degisikligi saglayan, kisiye bagh intrinsik faktorler
ve cevresel degiskenlere bagli ekstrinsik faktérlerdir. intrinsik faktorler;
genetik, gastrik asit, motilite, mukus, GIS sekresyonlari, immunite gibi kisinin
yapisina baglidir. Cevresel faktorleri igeren ekstrinsik faktorler; bagirsak
mikrobiyomunda ¢ok onemli bir rol oynarlar. Ayni tesiste ayri kafeslerde
bulunan, ayni genotipli fareler bile farkli mikrobiyota kompozisyonlari
gOstermektedirler (206). Normal saglikli bir mikrobiyota, cesitli nedenlerin

etkisi ile bozularak disbiyozise neden olmaktadir ( Sekil 4 ).

Mikrobiyota ve genetik iliskisi cesitli calismalar ile gosterilmistir. Ug
kusak boyunca fareler incelenmis, kusaklar arasi mikrobiyota benzerliginin
yuksek oldugu ancak diger fareler ile farkhliklar gosterdigi bildirilmistir. Bir
diger calismada ikizler incelenmis, tek yumurta ikizlerinde ¢ift yumurta
ikizlerine gore mikrobiyota benzerliginin daha ylksek olugu gosterilmigtir
(207, 208).

intestinal pH degisimi ile bakteri topluluklarinda belirgin bir degisiklik
goOrulmektedir. Yapilan invitro galismalarda asidik ortamda, butirat Greten
bakterilerden Roseburia spp.’de artma, aside duyarli Bacteroides’lerin
uremesinde azalma, Firmicutes ve Actinomicetes’lerin ise daha direngli
olduklari goéralmustur (209, 210).
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G(strinsik Faktorler

o Diyet

e Pre/Probiyotik
kullanimi

e Yasanilan cografya
e Antibiyotik kullanimi

~

/

Sekil 4. Saglikh mikrobiyotaya etki ederek disbiyozise neden olan etmenler
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Diyet, bagirsak mikrobiyotasini en c¢ok etkileyen ve bagirsak
mikrobiyomunu duzenleyici olan faktorlerin baginda gelir. Wu ve ark., diyet
degisikliginin  mikrobiyotayr hizli bir sekilde degistirdigini ancak bu
degisikliklerin enterotipler arasinda degisiklik yapacak kadar buyuk
olmadigini gostermigtir. Hayvansal yag iceren ve karbonhidrat agirlikli
besinler tuketenlerde bile, farkli enterotipler gorulmustar. Farelerde yuksek
yagli ve yuksek sekerli diyetle beslenme, bagirsak mikrobiyomunun
kompozisyonunu ve g¢esitliligini degistirmis ve kisa zincirli yag asidi Gretiminin
degismesine neden olmustur (211). De Filippo ve ark., Burkino Faso'da
yasayan ¢ocuklarin diyetlerinin ciftcilerin tarim ve beslenme tarzini yansittgini
goOstermiglerdir. Calismalarinda, bu gocuklarin mikrobiyotasinda Bacteroides,
Xylanibacter ve Prevotella bakterilerinin arttigini; Firmicutes bakterilerinin
azaldigini; bu durumun italyan gocuklardan farkli oldugunu gézlemislerdir. Bu
bakteriler kisa zincirli yag asitlerini sentezlemektedirler. Calismalarinda bu
mikrobiyota profilinin, bitkisel polisakkaridleri metabolize edecek sekilde
degisim gecirdigi ve bunun inflamasyona veya non-enfeksiy6z hastaliklara
karg! koruyucu oldugu sonucuna ulasmislardir (212). Obez kisilerin bir yil
boyunca dusuk kalorili diyetlerle beslenmeleri durumunda, diyet 6ncesine
gbre mikrobiyotalarinda Bacteroides grubu bakterilerin arttigi, Firmicutes

grubu bakterilerin ise azaldi§i gdézlenmistir (213).

Antibiyotikler, bagirsak mikrobiyotasini etkileyen bir diger onemli
faktordur. Antibiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasina kisa dénemli ve uzun
donemli etkileri bulunmaktadir. Ancak uzun donem etkileri ile ilgili yapilmis
calisma sayisi yetersizdir. Antibiyotiklerin etkisi, antibiyotigin turt, kullanim
suresi ve dozu, farmakokinetijine gore degismektedir. Farmakodinamik
durumu da degistirmeleri nedeniyle farkh antibiyotikler mikrobiyotada farkh
etki olusturabilmektedirler. Ornegin klindamisin, genis spektrumludur ve safra
yoluyla atildigi icin digkida yuksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Bu
nedenle mikrobiyotanin duzelmesi uzun sure alir. Makrolidler, uzun
dénemde, Actinobacter (6zellikle Bifidobacter) ve Firmicutes (6zellikelle

Lactobaciller) turlerinde azalma yaparken, Bacteroidetes ve Proteobacteria
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turlerinde artisa neden olmaktadir. Siprofloksasinin, uzun dénemde gram
pozitif aeroblari ve bakteriyel cesitliligi azalttigi gozlenmigtir. Ancak
antibiyotiklerin surekli olarak disbiyozise yol actigini soylemek yanhsg
olacaktir. Bazi durumlarda da farkli antibiyotiklerin bagirsak florasini pozitif
yonde etkileyerek 0Obiyotik etki gosterdikleri gézlenmektedir. Ornegin
nitrofurantoin ile yapilan bir ¢alismada komplike olmayan idrar yolu
enfeksiyonlarinda kullanildiginda, Actinobacteria’lar  da (6zellikle
Bifidobacteria) artisa, bagka bir calismada Faecalibacterium ailesinde artisa

neden oldugu gozlemlenmigtir (214).

Proton pompasi inhibitorleri (PPi), NSAIi’'ler, prokinetik ilaclar
mikrobiyotayi etkileyen diger ekstrinsik faktorler arasinda gdsterilmektedir.
Kullanimi her gegen gun artan PPI ile ilgili yapilan bir galismada, 16S
metagenomik fekal mikrobiyota incelemesi sonucu, PPI kullaniminin 6zellikle
Streptococcus artisi ve Faecalibacterium azalmasi yaptigi gorulmustar.
Bagka bir galismada, PPI kullanan hastalarda Bacteroides turlerinde azalma,

Firmicutes turlerinde de artma saptanmistir (215).

Prebiyotikler ve probiyotikler de mikrobiyotayl etkilemektedirler.
Prebiyotikler, mikrobiyotadaki mevcut yararli bakterilerin metabolizmasini
destekleyen ve bu vyararli bakterilerin ¢ogalmasini uyaran inulin ve
fruktooligosakkarit gibi maddelerdir. Probiyotikler ise, insan saghgi icin yararli
Bifidobacteria ve Lactobacillus gibi canli bakterilerlerdir. Bunlar, florada
bakterilerin hem sayica artisina hem de cesitliligine neden olmaktadirlar.
Prebiyotik ve probiyotiklerin; alerji, inflamatuvar bagirsak hastaligi, irritabl
bagdirsak sendromu ve enterit gibi bazi klinik hastaliklar igin koruyucu
Ozellikte olduklari bilinmektedir (216).

38



2.2.4. Normal gastrointestinal mikrobiyotanin fonksiyonlari

Konak bagirsagi, mikroorganizmalar igin uygun bir yagsam ortami
sagdlar. Mikroorganizmalar ise, konak igin 6nemli olan ¢ok sayida metabolik,

immunolojik ve koruyucu olan fonksiyonlara sahiptirler.

2.2.4.1. Metabolik fonksiyonlari

Bagirsak mikrobiyotasindaki mikroorganizmalarin en 6nemli besin
kaynagi, diyetteki karbonhitratlardir. Karbonhidratlarin kolonik organizmalar
tarafindan fermantasyonu, konakgi icin zengin enerji kaynaklari olan butirat,
propiyonat ve asetat gibi kisa zincirli yag asitlerinin (Short chain fatty
acid/SCFA) sentezlenmesiyle sonuglanir. Yani sira butirat, D-laktat gibi toksik
metabolik yan udrlnlerin de birikmesi Onlenir (217). Karbonhidrat
metabolizmasina katilan baskin organizmalar Bacteroides cinsinin Uyeleridir.
Glikozil transferazlar, glikozit hidrolazlar ve polisakarit liyazlar gibi enzimleri
eksprese ederek gorevlerini gergeklestirirler. Bu organizmalar arasinda en iyi
ornek, 260'In Uzerinde hidrolaz enzimini kodlayan bir genom ile donatiimis
olan Bacteroides thetaiotaomicron'dur (218). Ek olarak bagirsak
mikrobiyotasinin, adipositlerde lipoprotein lipaz aktivitesinin inhibisyonunu
baskilayarak, lipid metabolizmasi Uzerinde olumlu bir etki sagladigi
gOsterilmistir. Bacteroides thetaiotaomicron'un, ayrica lipid sindirimi icin
pankreas lipazinin gerektirdigi bir kolipazin ekspresyonunu diuzenleyerek lipid

hidrolizinin etkinligini arttirdigi1 gosterilmistir (219).

Bagirsak mikrobiyotasi, mikrobiyal proteinazlar ile protein metabolize
edici Ozellige de sahiptir. Bakteri hicre duvarinda bulunan amino asit
tastyicilarindan bazilari, bagirsak lUmeninden bakterilere amino asit girisini
kolaylastirirlar. Bu sekilde amino asitler kuguk sinyal molekdllerine ve
antimikrobiyal peptitlere (bakteriyosinler) donusturtlmis olur. L-histidinin,
bakteriyel hdcA genleri tarafindan kodlanan bakteriyel enzim olan histamin

dekarboksilaz tarafindan histamine dénustirtilmesi bunun bir érnegidir (220).
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K vitamini ve gesitli B vitamini bilesenlerinin sentezlenmesi, bagirsak
mikrobiyotasinin  dnemli olan diger metabolik fonksiyonlarindandir.
Bacteroides cinsinin uyelerinin, antidiyabetik, antiaterojenik, hipolipidemik ve
immunomodulator 6zelliklere sahip oldugu bilinen konjuge linoleik asidleri
sentezledigi gosterilmistir. Ayrica, normal bagirsak mikrobiyotasinin yuksek
enerji metabolizmasinin gostergesi olan pirtvik asit, sitrik asit, fumarik asit ve
malik asitin serum konsantrasyonlarini artirarak saglikli bir metabolizma

sagladigi da gosterilmistir (205).

Son zamanlarda  yapilan calismalarda, insan bagirsak
mikrobiyotasinin, diyette tuketilen c¢esitli polifenollerin (fenolik bilesikler)
parcalanmasinda da rol oynadiklari gosterilmistir. Diyette genellikle inaktif
olan polifenoller, diger faktorlerin yani sira, GIiS mikrobiyotasi tarafindan
seker kisminin c¢ikariimasi ile aktif bilesiklere donusturularler. Polifenolin
yapisal oOzgullugund ve mikrobiyotanin bireysel zenginligini, bagirsakta
meydana gelen biyotransformasyon seviyesi belirler. Nihai aktif Granler,
portal ven tarafindan emilirler ve diger doku ve organlara hareket ederek

antimikrobiyal ve diger metabolik etkilerini saglarlar (221).

Son yillarda bagirsak mikrobiyomunun ksenobiyotik ve ilaglari
metabolize etme vyetenekleri fark edilmigtir. Bu nedenle, gelecekte
hastaliklarin tedavisinde rol alabilecekleri dugtunulmektedir. Clayton ve ark.,
bagirsak mikrobiyal metabolit Grinl olan p-kresolln, karacigerin hepatik
sulfotransferazlarini inhibe etmesi nedeni ile asetaminofen metabolize etme

kapasitesini azaltabilecegini gostermislerdir (222).
2.2.4.2. immiin fonksiyonlar

Bagirsak mikrobiyotasi, hem dogal hem de adaptif bagdisiklik sistemleri
ile paralel olarak bagirsak immunomodulasyonuna katkida bulunur. Bu

durum hem bagirsagin mukozal immunitesinde hem de sistemik immunitede

gecerlidir. Bagisiklik sistemini immun sistem organlari, hicreleri, sitokinleri ve
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hicre reseptorleri olusturmaktadir. Bagirsakta bulunan mukozal immun
sistem peyer plaklari, lamina propriya ve epitel hicreleri olmak tUzere ug farkh
mukozal lenfoid yapidan olugsmaktadir (223). Epitel hicrelerinin ylzeyindeki
mukus tabakasi, organizmanin ilk savunma hattini olusturan fizyolojik
bariyerdir. Ince ba@irsak epitelinde kriptalarin tabaninda yer alan Paneth
hacreleri, bagirsak Iumenindeki bakteri veya patojenlere yanit olarak
antimikrobiyal peptidleri (AMP) salgilayarak bagirsakta dogustan gelen
konak¢l savunmasina katkida bulunur (224). Mukus tabakasi ve AMP'ler,
simbiyotik bakteri istilasini engelleyen mukozal bariyeri olustururlar. Oncii
calismalar, konakgi mukozal savunmasinda AMP'lerin bagirsak limenindeki
mikrobiyotayl dogrudan etkilediklerini gostermistir (206). Epitel hucreleri,
bagdirsak mukozal badisiklik sisteminin ikinci fiziksel bariyeridir ve dogrudan
badirsaklarin immun siUrveyansina Kkatilirlar. Epitel hucreleri sadece
mikroorganizmalarin dogrudan savunmasinda rol oynamazlar; ayrica
sitokinler ve kemokinler Ureterek mukozal immuin sisteme sinyaller
gonderirler (225). Uyaranlara cevap olarak, epitel hicrelerinde bulunan
lenfoid hucreler, inflamasyonda savunucu veya patojenik bir rol oynayan
sitokinleri Uretmek Uzere aktive edilirler; bu cevap, memelilerde bagirsak
homeostazinin kontrolu ile yakindan ilgilidir. IL-22, lenfoid hucreler tarafindan
uretilir ve bagirsakta enfeksiyon sirasinda homeostazi ve iyilesmeyi destekler
(206). IEL, iltihaplanma sirasinda savunma ve patogenezde énemli bir rol
oynarlar. IEL'ler aktive edildiklerinde, epitel hiicrelerini yaralanmaya karsi
korumak Uzere IFN-y ve keratinosit buyume faktorl gibi sitokinleri eksprese
ederler (206). Dendritik huacreler (DH), bagisiklik sisteminin eksojen
patojenleri etkili bir sekilde tanima ve yok etmesinden sorumludurlar. DH'ler
antijenleri bariyerden mukoza iligkili lenfoid dokuya surekli gegirme veya lenf
nodlarini bosaltma yetenegine sahiptirler (226). Sabit durumda, DH'ler, CD4+
T hcrelerinin duzenleyici T hicrelerine (Treg) dogru farkhilagmasini tesvik
ederek bagirsak immun toleransini duzenlerler (227). Pro-inflamatuvar Th
hdcreleri, konakgl savunma reaksiyonu sirasinda, patojenleri elimine ederek
ve ardindan doku tahribatina yol agan doku iltihabini indikleyerek,

otoimmunitede dnemli bir rol oynarlar (206).
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B ve T hucrelerinden olusan lamina propria, bagirsak epitel
hidcrelerinin alt tabakasinda bulunur. T hdcreleri limen ortamindaki sinyale
hizli bir sekilde yanit vererek inflamatuvar veya anti-inflamatuvar yanitlari
baglatirlar (228). Lamina propria, CD4+ T hdcreleri, intestinal inflamasyonu
duzenlemede rol oynayan IL-17 ve IL-22'yi salgilar. Bagirsak epitel hicreleri,
CXC ve CC kemokinler gibi kemokinlerin ekspresyonunu indukleyebilen IL-
17'yi uretir. IgA Ureten B hucrelerinin olgunlagsma yeri olan Peyer plaklari, B
hicrelerinin ve plazma hucrelerinin olusmasina katkida bulunurlar. Peyer'in
yamalarindaki aktive edilmis B hucreleri, bagirsakta surekli olarak T
hicresine bagimli ve T hucresinden bagimsiz tepkiler igin, IgA Ureten plazma
hicrelerini Uretirler. IgA’nin salgilanmasi bagirsak bariyerinin korunmasinda
blylk katki saglamaktadir. (206). Aktivasyondan sonra, T hucreleri ve B
hdcreleri, spesifik immun yanitin bir pargasi olarak iglev gbéren lamina

propria'ya geri doner (225).

Bagirsak mukozasi, bagisiklik sisteminin en buyuk bilesenini olusturur
ve bagirsak mikrobiyomu ile yakindan iligkilidir. Bagirsak mukozasi bagisiklik
sisteminin dengesi, konak homeostazi ve savunmasinda kilit bir rol oynar.
Germfree (GF, patojensiz) fareler ile yapilan c¢alismalar, bagirsak
mikrobiyomunun, mukozal bagisikhidin olusmasinda hayati bir rol oynadigini
gOstermistir. Spesifik GF hayvanlarla karsilastirildiginda, GF hayvanlarin
daha az IEL Urettigi ve lamina propriada IgA salgilayan plazma hiicrelerinin
sayisinin  6nemli Ol¢cude dusuk oldugu goérulur. Anjiyojenin-4, Paneth
hicrelerinde bulunan bir mikrobisidal protein sinifidir ve mikroplara karsi
badirsak |Umeninden salgilanabilir. Gergcek zamanl kantitatif PZR ile
Anjiyojenin-4’n mRNA ekspresyon seviyesinin, geleneksel farelere kiyasla
GF farelerde belirgin sekilde azaldidi gosterilmigtir. Bu sonug, mukozal
bagisiklik igin bagirsak mikrobiyotasinin gerekli oldugunu gostermektedir. GF
farelerdeki Peyer plaklari, geleneksel farelere gore daha kiguk bir germinal
merkez igerir. Bu hayvanlara tedavi amagh Bacteroides fragilis veriimesi
sonucu, CD4+ T hucrelerinin proliferasyonu saglanmis ve olumsuz tablo
duzelmigtir (229).
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Son zamanlarda yapilan bir galismada, prebiyotiklerle tedaviden sonra
digkidaki IgA'nin onemli dlgude arttigi, mezenterik lenf nodlarindaki ve Peyer
plaklarindaki pro-inflamatuvar faktor ekspresyonunun énemli dl¢iide azaldigi
gOsterilmigtir. Bir tir simbiyotik bakteri turt olan Bacteroides fragilis, I1L-17
uretimini inhibe ederek ve bagirsak Treg'lerinin aktivitesini artirarak, anti-
inflamatuvar etki yapan polisakkarit A'yi Uretir. Kalin bagirsakta Clostridium
kolonizasyonu TGF-B seviyesini arttirir ve IL-10 ekspresyonunu tesvik eder.
Ancak, Clostridium kolonizasyonu iBH'de digmustir. Bu sonuglar bagirsak
mikrobiyomunun  bagirsak mukozal immin dengesini etkiledigini
gostermektedir (206).

Bagirsak mukozasi, mikrobiyom konakgi etkilesimleri i¢cin ana bolgedir.
Bagirsakta mikroplarin  taninmasi, Toll-like receptors (TLRs) ve
nucleotide-binding oligomerization domain molecules (NODs) olmak Uzere iki
onemli reseptor araciligi ile gergeklesmektedir (230). Bu reseptdrler genis
Olclde bagirsak epitel hucrelerinde, makrofajlarda ve dendritik hicrelerde
bulunmaktadir. Bu reseptorler, patojen ve kommensal bakteriler Uzerinde
bulunan ‘microbe-associated molecular patterns (MAMPs)  olarak
adlandirilan  molekuler kaliplari  tanir.  Bir mikroorganizma taninip
O0zumsendikten veya epitel tabakasini istila ettikten sonra uygun bir
immunolojik tepki baslatilir. Reseptér ve MAMPs asamasindan sonra duruma
gore hem patolojik hem de koruyucu etkiler gorulebilir. Koruyucu etkiler; pro-
inflamatuar sitokinlerin (IL - 8, IL - 12, IL - 23) down regulasyonu ve Treg
hicreleri tarafindan Uretilen IL-10 gibi anti-inflamatuvar sitokinlerin up
regulasyonu ile olusur (231). Kommensal bakteriler, dendritik hlcreler
tarafindan Treg hlcresine dontsecek olan naif T hlcrelerine sunulur. Treg'ler
de anti-inflamatuvar sitokinleri salgilayarak sistemik ve lokal tolerans
durumunun ortaya c¢ikmasini saglar. Kommensal mikroorganizmalar ayni
zamanda B ve T hucrelerinin aktivasyonunu igin gerekli olan antijenlerin
lenfoid dokuya tasinmasinda gorevli fagosit hucrelerinin  migrasyonunu
baskilamaktadir (232). Bunun yani sira bu bakteriler goblet hucrelerinin

farkhlasmasini ve mukus Uretimini de artirirlar. Patojenik bakteriler ise,
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dendritik htcrelerin, naif T hucrelerinin Th1 ve Th17 hicrelerine
farklilagsmasini saglayacak pro-inflamatuvar sitokinlerin salinmasina neden
olur. Ek olarak, epitel hucrelerinin bazolateral tarafinda normal olarak
bulunan TLR-4 ve -5, pro-eflamatuar sireci desteklemek Uzere eksprese
edilir. Farkli gram negatif bakteriler farkli lipopolisakkarit modifikasyonuna
sahip oldugu igin TLR’yi uyarma potansiyelleri de farklidir. Bdylece farkl

bakterilere farkli immunolojik yanit verilir (231).

Mikrobiyal metabolitler, metabolik etkilerinin yani sira immun cevabi da
etkilemektedirler.  Nisasta, inulin gibi kompleks karbonhitratlarin
fermantasyonu sonucu olusan metabolizma Urlnleri asetat, propiyonat ve
batirati da igine alan SCFA’lardir. SCFA'lar kolonositler icin vazgecilmez bir
enerji kaynagidir. Ayni zamanda siki baglantilari guglendirerek epitel
bariyerini korur, bagirsak hareketliligini dizenlemeye yardimci olur ve anti-
inflamatuvar bilesiklerin Gretimini uyarir. SCFA, nétrofilde bulunan bir G
reseptorine baglanarak nétrofil migrasyonunu azaltir. Boylece inflamasyonu
baskilamaktadir. Yapilan hayvan deneylerinde de koliti baskiladigi
gOrulmustur (233). Azalmis SCFA Uretimi, toksik mikrobiyal metabolitlerin
¢ogalmasi, mukozal bariyer fonksiyonunda bozukluk ve mikrop kaynakli
konakgl immun dizensizligi, uzun sureli kalici bir pro-inflamatuvar sirecin
yerlesmesine neden olur. Yapilan bir calismada akut diyareye sahip
kopeklerde fekal Faecalibacterium miktarindaki azalmayla birlikte fekal
propiyonattaki azalmalar da tanimlanmigtir. Safra asitleri gibi diger
metabolitlerin de immuUnomodulator etkileri vardir. Primer safra asitleri,
bagirsak mikroplari tarafindan metabolize edilerek sekonder safra asitlerine
donusur. Sekonder safra asitleri, konakginin primer safra asitlerinden daha

fazla olglde cesitli konakgi reseptorlerini baglar ve aktive eder (231).

Bagirsak mikrobiyotasinin gelistirdigi bir diger mekanizma, lokal
immuanoglobulinleri indUkleyerek patojenik suslarin asir blyumesini kontrol
etmektir. Bacteroides gibi Gram negatif organizmalar basta olmak Uzere

bagirsak mikrobiyotasi, intestinal dendritik hucreleri aktive ederek, yine
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intestinal mukozada bulunan plazma hucrelerinden salgisal IgA (slgA)
uretimini uyarir. SIgA, bagirsak mikrobiyotasini kaplar. Mikrobiyotayi
kaplayan slgA, agirlikli olarak bakteriyel proteazlarin parcalanma etkisine
daha direngli olan sIgA2 alt sinifindandir. Bagirsak epitel hicreleri, slgA1
fenotipinden slgA2'ye gecisi indukleyen proliferasyon indukleyici bir ligand
(APRIL) uretebilir. Boylece, mikrobiyotanin bagirsak Iimeninden dolasima

translokasyonu kisitlanir ve sistemik bir bagisiklik tepkisi dnlenmis olur (205).

2.2.4.3. Koruyucu fonksiyonu

Saglikh bir bagirsak igin, bagirsakta mukozal immun sistemin patolojik
mikroorganizmalar igin yanit geligtirirken, kommensal bakterilere kargi da
tolerans gelistirmesi gerekmektedir. Mikrobiyotanin fiziksel varligi patojenik
mikroorganizmalarin yerlesmesine engel olmaktadir. Mikrobiyotada bulunan
bakterilerin salgiladigi bir takim antimikrobiyal maddeler de bu surece katkida
bulunmaktadir. Orneklendirmeyi, Lactobasillus bakterilerinin Urettikleri laktik
asitin, bakterilerin htcre duvarina zarar vermek amaci ile konak trlnu olan

lizozim ile birlikte calismasi ile yapabiliriz (234).

2.2.5. Mikrobiyota ¢aligma yontemleri

Bagirsak mikrobiyotasi son derece karmasiktir. Molekuler yontemlerin
gelistirilerek kullaniimaya baslanmasi, bagirsak bakterilerinin konakgi saglhgi
ve refahi Uzerindeki etkisinin anlasilmasinda devrim yaratmistir. Bagirsak
bakterilerini tanimlamak amaciyla, gegmisten ginimuze her birinin guclu ve
zayif yanlari olan c¢esitli ydontemlerin kullanildigr gorulmektedir. Mikrobiyota ile
ilgili yapilan arastirmalara bakildiginda kualtur temelli, molekuler temelli ve
metabolitlerin Olguimesine dayanan yontemlerin kullanildigi gorulmektedir.
Molekuler temelli yontemler, sekans temelli olmayan yontemler (floresan in-
situ hibridizasyon akim sitometrisi, pulsed field jel elektroforezi, denatire
edici gradiyent jel elektroforezi, sicaklik gradiyent jel elektroforezi, tek zincir

konfarmasyon polimorfizmi ybntemi) ve sekans temelli ydntemler
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(metagenomik, metatranskriptom) olmak tzere ikiye ayrilmaktadir. Sekil 5’de

bu yontemler 6zetlenmistir (235).
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Sekil 5. Mikrobiyota ¢alisma yontemleri
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2.2.51. Mikrobiyota c¢aligmalar igin oOrneklerin toplanmasi ve

saklanmasi

Bagirsak mikrobiyota analizlerinin dogrulugu, numunelerin uygun
secimine, toplanmasina ve On islenmesine baglidir. Bagirsak mikrobiyotasi
calismalarinda arastirmacinin hangi tip 6rnekleme yapacagi, sectigi yontemin
calismasina olan etkisi nedeni ile de &énemlidir. insan bagirsadi
mikrobiyotasinin analizi i¢in kullanilan ornekler digki, bagirsak doku biyopsisi
ve bagirsak mukozal lavaj materyalidir. Bu numunelerin her birinin belirli
avantajlari ve dezavantajlari vardir. Bagirsaktaki belli bir bdlimin
mikrobiyotasi i¢in yapilacak calismalarda biyopsi tercih edilebilir. Ancak
biyopsi 6ncesi mikrobiyotay! degistirebilen 6zel bir hazirhga (érnegin kolonik
biyopsiler i¢in lavaj) ihtiya¢c duyabilir. En yaygin olarak kullanilan o6rnek,
invaziv olmamasi, hizli ve kolay erigilebilir olmasi nedeni ile gaitadir. Digki
ornekleri, gastrointestinal sistemin uzunlugu boyunca birka¢ segmentten
ornekleri icermesine ragmen esasen distal bagirsakta bulunmaktadir. Bu
nedenle gaita, gastrointestinal sistemde bakterilerin en yogun bulundugu
bdlge olan kolon bolgesindeki bakterileri daha iyi temsil etmesi nedeniyle iyi

bir se¢im olacaktir (236).

En yaygin kullanilan depolama stratejisi, numuneleri —20 ° C'de veya
daha dusuk derecelerde dondurmaktir. Numuneler toplandiktan sonra kisa
sure iginde dondurulmasi gerekmektedir. Numunelerin disuk sicaklikta
depolanmasinin nedeni, DNA'nin dondurulduktan sonra nispeten daha kararl
olmasi nedeniyledir. Bununla birlikte, DNA'nin uzun siure depolandiktan
sonra donmus numunelerde bozuldugu da bilinmektedir; bu nedenle,
numuneleri mimkun olan en kisa surede isleme koymak akillicadir. Ozellikle,
numunelerin tekrar tekrar dondurulmasindan kaginiimalidir. ideal olarak, bir
calismanin tum oOrnekleri ayni anda ve ayni laboratuvarda herhangi bir parti

etkisini en aza indirmek i¢in ayni personel tarafindan igslenmelidir (237).
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2.2.5.2. Kultur temelli yontemler

Yirminci yuzyilin baslarina kadar bagirsak mikrobiyotasi kaltur temelli
yontemler kullanilarak, ardindan morfolojik ve biyokimyasal yontemler ile
fenotiplendirme yapilarak tanimlanmistir. Ancak bagirsak mikrobiyotasinin
bayUk kismini olugturan anaeroplar bu tanimlama islemleri suresince hayatta
kalamamakta ve tanimlanamamaktadir (235). 1970'lerde anaerobik kultire
dayali teknikleri kullanarak yapilan ¢alismalar insan bagirsaginda 400 ila 500
farkh bakteri turd tanimlamistir (238). Her ne kadar kultur ile bakteri teshisi
oldukga ucuz olsa da, yogun emek gerektirir ve klltlr tek basina bagirsak
mikrobiyotasinin gesitliligi hakkinda sinirli bir gorus sunar. Bu glune kadar
bagirsak mikrobiyota Uyelerinin %30'undan azi kultirle tanimlanabilmistir
(239). Ayrica bagirsakta bulunan mikroorganizmalarin kulturde Ureme
egilimleri farkhlik gostermektedir. Bu nedenle kultir temelli yontemler ile
alinan sonucglarda anaerobik bakteriler kagirildigi i¢in aerobik bakterilerin
yogunlugu goreceli olarak fazla bulunmaktadir. Bu teknikle bagirsak limeni
icindeki bakterilerin c¢esitliligi belirgin olarak az goérulmektedir ve bu tarz
calismalarda faydalari kisithdir. Bu nedenle bagirsak mikrobiyota
arastirlmasi calismalarinda vyeterli ilgiyi gormemis; sadece sinirli Klinik
durumlarda belirli grup bakterilerin arastiriimasinda kullaniimasi ile sinirli
kalmistir. Kiltir calismalarindaki bu sinirliliklarin  yani sira mikrobiyota
calismalari icin 20. yuzyilin sonlarindan itibaren farkli bakteri turlerinin

tanimlandigr molekuler yontemler kullanilmaya baglanmistir (235).

2.2.5.3. Molekiler yontemler

DNA ekstraksiyonu

Mikrobiyal DNA’nin feges ve diger orneklerden izole edilmesinde
bilinmesi gereken bircok 6nemli husus vardir. ik olarak, &rneklerdeki
mikrobiyal yikler asiri degisken olabilir. Ornegin diski drnekleri, 1010 hiicre/gr

veya toplam digki kitlesinin %50'sine kadar mikrobiyal yuk icerebilmektedir;
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bununla birlikte, mikrobiyal hlcre, proksimal bagirsaktan elde edilen
numunelerde daha az sayida bulunmustur (240). ikinci bir husus, bagirsak
mikroorganizma cesitliliginin yiksek olmasidir. Gram-negatif bakteriler,
siyanobakteriler, archaea, mantarlar ve protozoalar ve ¢ok sayida Gram-
pozitif diger mikroorganizmalari igerir. Bu mikroorganizmalarin hucresel zarf
yapisi oldukga degiskendir ve bu da DNA ekstraksiyonunun etkinligini
degistirmektedir. Ornegin, Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlari Gram-
negatif bakteriler ile karsilastirildiginda daha kalin oldudu icin lizis edilmesi
daha zordur. Uglincl husus, bagirsak limeninden ve diskidan elde edilen
ornegin, sindiriimemis malzeme igerigi ylksek olabilir ve bu yuzeylerde
mikrobiyal biyofilmler olusabilir. Bu maddelerin DNA ekstraksiyonundan 6nce
cikarilmamasi (6rn; santriflijleme ) yanilmaya neden olabilir. Son bir husus
olarak, digki, polimeraz zincir reaksiyonunu (PZR) inhibe eden cok cesitli
nikleazlar ve bilesikler icerir. Olasi PZR inhibitorleri arasinda bilirubinler,
safra tuzlari ve kompleks karbonhidratlar ile polifenolik bilesikler ve kan
bulunur (237, 241-243).

DNA'nin digkidan ekstraksiyonu icin ¢ok cesitli yontemler tarif
edilmistir, ancak yontemin uygunlugu amaclanan uygulamaya baglidir.
Ornegin, belirli mikroorganizmalar icin tasarlanan ekstraksiyon yodntemleri,
DNA toplulugunu etkili bir sekilde c¢ikartamayabilir. Tum ekstraksiyon
yontemleri dort adimdan olusur: (i) daha buyuk partiktllerin yikanmasini,
homojenlestiriimesini ve uzaklastirilmasini iceren numunenin hazirlanmasi;
(i) tipik olarak cesitli deterjanlar, katotropik maddeler ve/veya c¢ozuculer
ilavesiyle nukleazlarin etkisizlestiriimesiyle eszamanli olarak gergeklestirilen
hicrelerin parcalanmasi; (iii) kirletici genomik olmayan materyallerin ve PZR
inhibitorlerinin uzaklagtirilmasi ve (iv) DNA'nin geri kazanimi. Sonug¢ olarak;
analizin kalitesi, numune kaynakli sorunlari en aza indirmeye yonelik olarak,
numune igindeki tim mikroorganizmalarin verimli bir sekilde pargalanmasinin
saglanmasi ile iligkilidir. Henlz her bir 6rnek tipine 6zel olarak gelistiriimis ve
en uygun olan prosedur bildiriimemistir. Mekanik bozulma yontemlerinin (6rn;

boncuk cirpma yontemlerinin kullaniimasi ve / veya donmus numunelerin
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ogutilmesi gibi) bazi c¢alismalarda etkili oldugu kanitlanmistir. Ancak,
mekanik bozulma yontemleri is1 birikmesine ve DNA kaymasina neden
olabilmektedir (237). GUnumuzde cesitli DNA ekstraksiyon kitleri piyasada
bulunmaktadir; bunlardan bazilarinda, PZR inhibitorleri yok edilerek DNA’ nin
kalitesi ve verimi artirilmigtir (6rn; Qiagen QlAamp DNA Stool Mini Kit®). Li
ve ark., Qiagen kitinin boncuk ile pargalama kadar etkili oldugunu bulmustur
(244). Diger calismalarda da, ticari bozulmalarla birlikte mekanik bozulma
kullaniminin, elde edilen DNA miktarini arttirdigini géstermistir (245).
Fiziksel ekstraksiyon asamasindaki donma-¢ozulme iglemleri de,
numunelerdeki bakteri filotiplerinin  cesitliligini artirabilir  (246). DNA
ekstraksiyonundan &nce liyofilizasyonun spesifik mikroorganizmalarin
miktarini arttirdigi gosterilmistir (247). Ticari bir DNA ekstraksiyon Kiti (yani
PZR inhibitérindn ¢ikariimasi 6zelligine sahip) ile bozulma tekniginin birlikte
kullanilmasi ile en iyi sonuglarin elde edilmesini saglayacaktir.
Arastirmacilarin, kendi kosullarina gére en iyi yontemi belirlemeleri icin, pilot
calismalardaki (6rn; DNA verimi, tir gesitliligi ve zenginlikleri gibi) yontemleri

degerlendirmeleri gerekmektedir.

Hedef gen bolgeleri (16S rRNA)

16S rRNA, prokaryotik ribozomlarin kiguk alt birimi olan 30S’ lik
bdlimunde yer alan, translasyonunda goérev aldigi i¢in mikroorganizmalar
arasinda son derece korunmus olan ve yaklasik 1500 baz cifti olan kisa
bolgedir. Bu RNA pargasi, turler igin korunmusg bdlgelere ek olarak, 9 adet
yuksek degiskenlik gosteren V1’den V9’a kadar isimlendirilmis bolgeleri igerir.
Biyolojik c¢esitlilik acisindan bu degisken bdlgeler oldukga 6nem arz
etmektedir (Sekil 6) (248). Bu degisken bolgelerdeki nukleotit sekanslarindaki
farklilhklar, bakterilerin evrimsel farkliligini yansitir ve bu nedenle bu
sekanslar bakteri turlerinin tanimlanmasi ve filogenetik siniflandiriimasi igin
guvenilir bir yontem saglar (235). 16S rRNA'nin fonksiyonlarindan biri,
protein sentezinin baslatiimasi ve uzatiimasidir. 16s RNA geninin mikrobiyota

calismalarinda tercih edilme nedeni, degisken bolgeler ile beraber korunmus
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bolgeleri icermesi ve bu bodlgelere baglanti kuran Universal primerlerin

yazilmasina olanak saglamasi olarak gosterilmistir (248).

165 rRNA Gen Yapisi

L ivi] [v2 [[v3 [[va [[vs] [ve6] [v7| [v8] [V9] |

| | Korunmus bélgeler | | | Degisken bolgeler |

Sekil 6. 16S rRNA Gen Yapisi

ik baglarda gelistirilen molekiiler teknikler, cesitli bakteriler arasindaki
bu c¢ok degisken bolgelerin sadece uzunluk farkindan ve nukleotid
sekanslarindaki major varyasyonlardan faydalaniyordu. Ancak son 15 yilda,
nukleik asit dizileme teknolojisinde hizli gelismeler olmus, yuksek verimli
multi-paralel sekanslama yaygin bir sekilde makul fiyatlarla kullanilabilir
olmustur. Boylelikle mikrobiyota galigmalari igin altin standart haline gelmistir
(235).

Bakteriyel topluluklarin bilesiminin tanimlanmasinda, 16S rRNA
genlerinin kullanilmasiyla ilgili problemler bulunmaktadir. Ornegin, farkli
degisken bdlgeler farkli bakterileri tanimladigi icin, 16S rRNA geninin
neredeyse tamaminin sekanslanmasi gerekebilir. 16S rRNA genini
kullanmanin diger bir dezavantaji ise, bakteri genleri ile gen kopyalarinin
birlikte bulunmasi ve bu kopya sayisinin taksonlar arasinda esit olmamasidir.
Bu durum, bir topluluk icindeki belirli bakteri turlerinin goreceli yogunlugunu
tahmin etmede hataya yol acabilmektedir. Yukarida belirtilen sinirlamalar,
cpn60 ve rpoB genleri gibi 16S rRNA genine alternatif hedeflerin
geligtiriimesine yol a¢mistir. Bu alternatif gen hedeflerinin analiz igin
kullaniimasindaki ana sinirlama, su anda tur veri tabanlarinin kapsamlarinin

nispeten sinirli olmasidir (237).
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16S rRNA ve cpn60 genlerinin korunmus bdlgelerini iceren ¢ok sayida
primer duzenlenmigtir ve bu primerlere genel olarak ‘evrensel primer
denilmektedir. Turlere bagh olarak dedismekle birlikte yaklasik 1500 bg
uzunlugunda tim 16S rRNA genini veya V2-V3 boélgesi, V4-V5 bdlgesi, V6-
V8 bdlgesi gibi gen igindeki spesifik degisken bolgeleri hedefleyen bir dizi

primer seti gelistirilmistir.

2.2.5.3.1. Sekans temelli olmayan molekuler yontemler

Bu baslik altindaki tekniklerde oncelikle bakteri nUkleik asidi
numuneden ekstrakte edilir. Daha sonra 16S rRNA geninin timu veya bu
genin bir veya daha fazla secilmis hiper degisken bdlge iceren segmentinin
amplifikasyonu yapilir. Tim 16S rRNA genini veya segilen hiper degisken
bdlgeleri ¢cevreleyen bakteriyel genomdaki korunmus bdlgelere karsilik gelen
evrensel primerlerle PZR uygulanir. Ardindan bu karisim, parga uzunluguna
dayanan elektroforez esasl ayirma (6rn; denatlre edici gradyan jel
elektroforezi veya sicaklik gradyanl jel elektroforezi) veya spesifik nukleotit
sekanslarin varligina dayanan (6rn; in-situ Hibridizasyon akim sitometrisi

veya bakteriyel DNA mikrodizileri ) tetkik yontemleri ile dl¢ulur (235).

Bu yontemlerin temel dezavantaji, birbiri ile yakin iligkide olan bakteri
gruplarindaki 16S rRNA genindeki farkin kiguk olmasindan dolayi bakteri
gruplarinin ayirimindaki sinirliliktir. Ayni zamanda miktar olarak az bulunan
bakteri gruplarini da kagirmaktadir. Bu nedenle, bu yontemlerin yerini zaman

icinde yeni nesil sekanslama teknikleri almistir (235).

Floresan in-situ hibridizasyon akim sitometrisi

Akim sitometrisi, suspanse hucrelerin akis kanali boyunca gecerken
tek tek ayrismasi ve tespit edilmesi Uzerine gelistiriimis bir cihazdir.
Mikrobiyolojide akim sitometrisi, mikroorganizmalarin canlihgini, sayisini,

tanimlanmasini, patogenezini, antibiyotiklerin duyarlilklarini  saptama
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amaciyla kullaniimaktadir.  Arastirmacilarin  mikroorganizmalarin  bir
populasyon igindeki dagilim ozelliklerini Olgebilmesini saglamak igin, her
mikroorganizma igin veri toplamasi en onemli Ozelligidir. Akim sitometrisi
icindeki bakteri orani dusuk olsa bile drnekteki canli ve cansiz bakterileri
ayirarak, Uremesi zor ve zaman alici bakteriler dahil olmak Uzere kantitatif
olarak daha dogru ve hizli sonug¢ verir. Bu yontem ile mikrobiyota bileseni
niceliksel olarak tanimlanabilmektedir (249). in situ hibridizasyon yéntemiyle
ise, RNA veya DNA dizilerinin saptanmasinda klonlanmis genomik problar
veya oligonukleotid problar kullanilmaktadir. Hedef 16S rRNA dizisine karsit
floresan ile isaretlenmis oligonukleotid problarin kullanildigi yontem direkt
olarak klinik drnege muamele edildiginde dusuk ¢iktili iken bu yontemi akim
sitometrisi gibi sistemler ile birlikte kullanildiginda ylksek ciktili bir tani
metodu olarak kullaniimaktadir (250). Bu yontem hizli ve yari kantitatiftir. Bu
yontemin en buyuk dezavantaji, spesifik bolge hedef alinarak dizayn edilmis
problar kullanildigi icin hi¢ bilinmeyen tirlerin tanimlanmasindaki zorluktur
(251).

Pulsed field jel elektroforezi

Jel elektroforezi, 100-200 baz cifti (bg) ile 50 kilobaz cifti (kbg)
arasindaki DNA fragmentlerinin ayrilmasina, boyutlarinin bilinmesinde ve
goruntilenmesinde en sik kullanilan bir tekniktir. 50 kbg¢'nin Gzerindeki
molekuller, buayukltkleri nedeniyle jel Uzerinde ayrisamazlar. Pulsed field jel
elektroforezi, iki degisken alternatif elektrik alaninin 110° ila 180° arasindaki
bir aglyla uygulanmasi ile molekullerin ayristigi bir sistemdir. Bu sistem ile
parazit ve mantar gibi buylk kromozoma sahip canlilar dahil olmak Uzere
bircok turin kromozomal DNA’sinin ayristirmasi yapilabilmektedir (252).
Dusuk erime isili agaroz jel iginde bulunan, yapisal butinligu degismemis
olan genomik DNA’nin, uygun restriksiyon endonukleaz enzimi ile kesilmesi
ile olugan profillerin tespiti ve yorumlanmasini esas alan bir ydontemdir. Blyuk
molekullerin yonunu degistirmek icin klguk olanlardan daha fazla zaman
gereklidir (253).
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PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PZR, ortaya ciktigi 1980’li yillardan gunimuize amplifikasyona
dayanan DNA bazli analizlerin mikrobiyolojik etkenlerin tanimlanmasinda
kullanildigi 6nemli bir yontem haline gelmigtir. Bu yontemle in vivo DNA
replikasyonunun adimlari taklit edilerek, istenen bir DNA bdlgesinin segici in
vitro amplifikasyonu saglanir. Bdylece bir saatten daha kisa bir surede tek bir
hedef nikleik asit bélgesinden milyonlarca kopya elde edilebilmektedir (254).
PZR yobnteminde, tanimlanmig bir hedef DNA bolgesine spesifik
amplifikasyon, ¢ asamali ardisik dongulerle elde edilir: i) Tek iplikli hedefler
elde etmek icin DNA'nin denatlrasyonu, ii) kisa ve spesifik primerlerin hedef
DNA'ya baglanmasi ve iii) primerlerden baslayarak bir termostabil DNA
polimeraz kullanilarak DNA‘nin polimerizasyonu. Her dongude amplikon
sayisi iki katina ¢ikar ve sablon olarak orijinal hedef DNA ile Uretilen pargalar
disinda, ardigik tim Urlnler, iki primer arasindaki mesafeye karsilik gelen
sabit bir boyuta sahip olur. Pozitif reaksiyonun tespiti agaroz jel elektroforezi
ile dogru DNA fragmaninin gosterilmesi ile saglanir (255). PZR ile ilgili temel
sorunlar; mikrobiyota gibi saf olmayan oOrneklerden mikrobiyal tanimlama
yapilacaksa amplifikasyon asamasinda, numunenin icerebilecegi PZR
inhibitorlerinin varhigi; RNA ile caligilacaksa numunedeki RNAaz varhgi, PZR
artefakt ve spesifik olmayan PZR Urlnlerinin olusmasi, segilecek primerin

etkinlik ve 6zgullugu gibi bir dizi sinirlamalardir (256).

Mikrobiyota arastiriimasinda kullanilan populer yontemlerden bir digeri
de bir numunedeki DNA pargalarinin karsilastiriimasini saglayan molekuler
parmak izi yontemleridir. Bunlar arasinda Denature edici gradiyent jel
elektroforezi (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis/IDGGE), Sicaklik
gradiyent jel elektroforezi (Temperature Gradient Gel Electrophoresis/TGGE)
ve Terminal Restriksiyon pargacik uzunluk Polimorfizmi (Terminal Restriction

Fragment Length Polymorphism/T-RFLP) gibi ydntemler bulunmaktadir.
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Denature edici gradivent jel elektroforezi (DGGE) ve Sicaklik gradiyent jel
elektroforezi (TGGE)

DGGE ve TGGE, bir akrilamid jel boyunca hareket eden numuneleri
ayirmak icin kimyasal bir gradyan veya sicaklik gradyani kullanan, jel
elektroforez formlaridir. DGGE, 1993 yilinda Muyzer ve ark. tarafindan
mikrobiyal ekolojiyi tanimlamada ilk kez kullaniimigtir. Daha sonra kisa bir
sure iginde karmasik mikrobiyal c¢esitliligin  bulundugu Orneklerde
kullanilmaya devam edilmigtir. Her iki elektroforez tirunde de (DGGE ve
TGGE), ayni uzunlukta ancak farkh dizilere sahip DNA parcalarinin ayrilmasi
mumkundir. DNA pargalarinin ayirimi kismen eritilmis ¢ift zincirli bir DNA
molekulinin poliakrilamid jel icindeki dusuk elektroforetik hareketliligine
dayanilarak yapilir. DGGE, dogrusal bir DNA denatlire edici gradyan
(formamid ve Ure karisimi); TGGE, dogrusal sicaklik gradyani iceren
poliakrilamid jel de yapilir. Erime bdlgeleri (ayni erime sicakliklarina (Tm)
sahip baz ciftlerinin uzantilari), farkli alanlardaki DNA fragmanlarinin
erimesine yol agar. En dusiuk Tm' ye sahip bir alan, denatlre veya sicaklik
gradyan jelinde belirli bir pozisyonda Tm' sine ulastiginda ve ¢ift sarmali DNA
tek sarmal haline geldiginde, DNA molekulinin gog¢u neredeyse durma
noktasina gelir. Bu erime bolgeleri igindeki dizilerdeki varyasyonlar, erime
sicakliklarinin degismesine neden olur. Farkli sekanslara sahip molekullerin
goOgu, denatlre veya sicaklik gradyan jelinde farkli pozisyonlarda durdurulur
ve bdylece ayrima baslar. DGGE ve TGGE’de, DNA bantlarn etidyum
bromiur, SYBR Green | veya gumus boyasi kullanilarak goérsel hale
getirilebilir. Gorluntilenen bantlardan daha sonra sekans veya prob
hibridizasyonu yapilabilir. Her bandin, farkli bir farkli mikrobiyal Grand temsil
ettigi dusunulerek, olusan DNA paternlerinin, toplulugun cesitliligini yansittigi
kabul edilir. Bu tekniklerin sinirhliklari; PZR temelli sorunlar ile filogenetik bir
tanimlama igin dizileme veya prob analizi gerektirmesinden kaynaklanir (255,
257).
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Terminal restriksiyon parcacik uzunluk polimorfizmi (T-RFLP)

Restriksiyon endonlkleaz enzimiyle kesilen 16S rRNA gen
amplikonlarinin olusturdugu pargaciklarin analizi bu yontemin prensibidir. Her
bakteri taksonu igin belli bir molekuler agirliga sahip bir terminal restriksiyon
fragmani olusur ve boyutu farkli olan bir dizi DNA fragmani PZR sirasinda
floresan ile isaretlenmesiyle analiz edilir. T-RFLP, temel olarak mikrobiyal
topluluk ¢esitliligini degerlendirmek, kargilastirmak ve ayrica bagirsak
mikrobiyotasindaki degiskenligi degerlendirmek icin kullanilir. Bu teknik yari
nicel, hizlh ve ucuzdur. T-RFLP'nin kullanim sinirhligi, filogenetik
tanimlamaya izin vermemesidir. Bu sorun, 16S rRNA klon kutliphanesi

analizi ile T-RFLP birlestirerek ¢oziimlenebilmektedir (239).

Tek zincir konfarmasyon polimorfizmi yontemi (Single Strand Conformation
Polymorphism/SSCP)

Mikrobiyal gesitliligi incelemek igin kullanilan ve elektroforetik ayirmaya
dayanan diger bir parmak izi analitik teknigidir. Cok sayida ornekte ve ¢ok
cesitli organizmalarda, farkli genomik degiskenlerin tanimlanmasina izin
veren, yaygin olarak kullanilan bir tarama yontemidir. Mutasyon tespiti ve
genotipleme icin basit ve hassas bir tekniktir. SSCP analiz prensibi, tek
zincirli  DNA'nin  tanimlanmig bir uygunluga sahip oldugu gergedine
dayanmaktadir. Sekanstaki tek bir baz degisikligi ile iligkili olan degistirilmis
konformasyon, tek ipliki DNA'nin denatire edici olmayan elektroforez
kosullari altinda farkli sekilde go¢ etmesine neden olabilir. Daha o6nce
bahsedilmis olan DGGE’'de, boyut farki olmayan fakat degisken G + C
icerigine sahip DNA PZR urunlerinin ayrilmasinda kullanir ve bu nedenle test
DNA 6rneginin ¢ift sarmalli konformasyonuna (dsDNA) dayanir. SSCP’de ise,
tek sarmalli DNA (ssDNA) Uranlerinde galisir. Bu teknik daha énceleri, insan
genlerindeki genomik polimorfizmleri saptamak icin kullaniimistir. Ancak,
ginimuzde c¢evresel DNA orneklerinde bulunan mikrobiyal topluluklari

incelemek ve karakterize etmek igin de birgok kisi tarafindan kullaniimaktadir.
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SSCP analizi asagidaki dort adimi igerir: 1) ilgilenilen DNA dizisinin PZR ile
amplifikasyonu; 2) ¢ift sarmalli PZR Grunlerinin denaturasyonu; 3) denature
DNA (tek iplikliynin sogutulmasi; (4) tek iplikli DNA'larin denatlre edici
olmayan kosullar altinda elektroforez ile hareketlilik farkinin saptanmasi.
SSCP’deki hareketlilik kaymalarini gorsellestirmek igin ¢esitli yontemler
geligtiriimigtir. Bunlar; radyoizotop etiketleme, gimus boyama, fluoresan boya
ile isaretli PZR primerleri ve daha yakin zamanlarda da kapiler bazl
elektroforez yontemlerini igermektedir. Gimus boyama, basit, hizli ve uygun
maliyetlidir ve Kklinik laboratuvarlarda rutin olarak yapilabilir. Denatlrasyondan
sonra, tek iplikli DNA, katlanarak u¢ boyutlu ve sekansa bagl benzersiz bir
konformasyonel durum alir. Farkli dizilere sahip, tek sarmalli iki DNA zinciri
arasindaki sekil farki, nukleotitlerin sayisinin ayni olmasina ve bir SSCP
uygulamasi yapiimis olmasina karsin, elektroforez jeli Gzerinde farkl sekilde
goc etmelerine neden olabilir. Bu nedenle, bu ydntem mikrobiyal bir
topluluktaki genetik cesitliligi tahmin etmek igin iyi bir secimdir. Yontemin
sinirhhiklari, SSCP ve DGGE’de, oldugu gibi ayni DNA dizisinin jel Gzerinde
coklu bantlar Uretebilme olasiligidir. Bununla birlikte, gradyan jel

gerektirmemektedir ve gesitlilik calismalari igin kullaniimaktadir (258, 259).

DNA mikroarray

Bu teknoloji, Southern blotting gibi konvansiyonel DNA-DNA veya
DNA-RNA hibridizasyon teknikleri ile gelistirilmistir. Mikroarray, prob olarak
adlandirilan ve cam, silikon, cipler ve mikroskobik boncuklar gibi kati bir
destek yluzeyine kovalent olarak baglanmis, bir dizi tanimlanmig
oligonukleotitlerden olusur. Bu bilinen prob koleksiyonlari, genellikle
floresansla saptanan prob-hedef hibridizasyonunun yakalanmasi ile otomatik
olarak skorlanabilir. Hedef genellikle bakteriyel kromozom veya plazmidin
spesifik bir gen bdlgesidir. Bu hibridizasyonlar, prob-hedef bagli molekullerin
sayisi tarafindan Uretilen floresans miktarina bagli olarak izlenebilir ve
Olculebilir. Mikroarray teknolojisi ile bir kerede bir prob ile ¢alisan geleneksel

DNA hibridizasyonundan farkli olarak, ayni prob icerisine binlerce prob
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yerlestirilebilir (255). Bu nedenle mikrobiyal topluluklarin profillerinin
cikariimasi ile ilgili calismalarda dizileme yodntemlerine alternatif olarak
kullaniimaya baslanmistir. Bagirsak mikrobiyotasini hedef alan mikroarray
cipleri gelistiriimistir ve bazilar ticarilestiriimistir. Hizli ve yar1 kantitatif
olduklarindan, DNA mikroarrayleri temel olarak, farkli populasyonlar
arasindaki mikrobiyota ve insandaki bagirsak mikrobiyomundaki degisimleri
belirli hastaliklarla kargilastirmak igin ¢alismalarda kullanilir. Ancak, ¢apraz
hibridizasyon olasiligi ve bir referans dizisi mevcut olsa bile bagirsak
mikrobiyotasinda duglk seviyede bulunan tarlerin tespitindeki zorluklar

nedeni ile bagirsak mikrobiyota analizlerinde tercih edilmemektedir (260).

2.2.5.3.2. Sekans temelli molekiiler yontemler

Sekanslama temelli molekuler yontemlerdeki gelismeler, maliyet etkin
ve ulasilabilir olmalari mikrobiyota ¢alismalarinda kaltur temelli yontemlerin
yerine tercih edilmelerinini olmustur. Sekans temelli olmayan ydntemler,
mikrobiyota topluluk yapisini ortaya koymakta sinirli kalmakta iken, sekans
temelli yontemler topluluk yapisi ile birlikte filogenetik analiz imkani
sunmaktadir. Bakteriyel tdrlerin tanimlanmalari hem fenotipik hem de
molekuler oOzelliklere gore yapilmaktadir. Ancak turlerin molekuler verilere
dayanilarak tanimlanmalarinda sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenle,
molekuler o6zelliklerin  tanimlandigi  ¢alismalarda, taksonomik birimler,
turlerden ziyade, “filotipler” veya “operasyonel taksonomik Uniteler (OTU)”
olarak adlandirmaktadir. Bazi arastirmacilar filotipleri tanimlarken %97
oranindaki benzerligi temel alirken; bazilari %98 veya %99 oranindaki
benzerligin temel alinmasini savunmaktadirlar. “Tur zenginligi”, bir

Lt

topluluktaki tarlerin sayisini ifade eden goreceli bir terimdir; oysa “tlr

cesitliligi”, hem tur zenginligini hem de goreceli bolluklarini veya esitliklerini
iceren bir terimdir. Ekolojik bir topluluk igindeki cesitliligin bir olgusudur.
“Topluluk bilesimi”, tur zenginligini ve cesitliligini toplu olarak ifade eder.
“Topluluk yapisI”, belirli bir ortamdaki bilesenlerin birbirleriyle veya

kimelenmeleriyle nasil iligkili olduklarini gosterir. Filogenetik yapi, 16S rDNA
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dizileri ile bu diziler arasindaki evrimsel iligkileri tahmini olarak
yansitmaktadir. 16S rDNA dizileme yontemi ile filogenetik yapinin
belirlenmesi ile diziler arasindaki evrimsel iligkilerin yansitilabilir. Filogenetik,
cesitli organizma gruplar arasindaki evrimsel iligkilerin incelenmesidir.
Evrensel genlerin korunmus ve degigsken bolgelere sahip olmalari,
arastirmacilarin hem filogenetik hem de topluluk yapisi analizlerini ayni anda

yapmalarina neden olmaktadir (237).

Klonlama

Sekansa dayali yontemlerin ilk olarak kullanildiklari dénemlerde,
bakteriyel bir topluluktan izole edilen DNA fragmanlari, klonlama vektorlerine
(6rnegin, genetik olarak islenmis plazmid); bu vektorler de hizla blytyen
bakterilere (genellikle E. coli) transformasyon yoluyla aktariimistir. Bu
bakterilerin ¢odalmasi ile “klonlanmig” DNA fragmanlari da ¢ogaltiimis
olmaktadir. Daha sonra, "Klonlanmis" DNA fragmanlarinin, Sanger sekans
yontemi (dideoksinukleotid ile zincir sonlandirma metodu) kullanilarak

dizilemeleri yapiimistir.

Klonlama yodntemi ile karigik bir érnekteki bakterilerin, tek tek dizi
analizlerinin gergeklestiriimesi mimkuin hale gelmektedir. Bu yontem yuksek
maliyet ve emek gerektirdiginden kullanimi sinirhdir. Son zamanlarda DNA
dizileme zamanini ve maliyetini azaltan yeni nesil dizileme metodu
geligtiriimistir. Gelistirilen bu yéntemle bakteri icine klonlama ve sonrasinda
bu bakterileri siralama gereksinimi ortadan kalkmis ve daha duguk bir maliyet
ve emekle sekanslama isleminin yapilabilmesi mimkun olmustur. Yeni nesil

dizileme, tim genom, metagenom ve amplikon dizilimi icin kullanilabilir (261).

Yeni nesil sekanslama

Bu yontemle hizli bir sekilde, ¢cok fazla maliyet gerektirmeden dizileme

yapilabilmektedir. Klonlanmig amplikonlar yerine, direkt olarak DNA
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amplikonu veya topluluk DNA’si kullaniimaktadir. Dizi analizleri daha 6nce
uzun genomlarin dizilenmesi i¢in fragmentlere ayrilan kisa DNA dizilerinin bir
genom kutuphanesi olusturmak amaciyla bir vektore klonlanmasini
gerektirmekte idi. Ancak yeni nesil cihazlarda bu gereklilik ortadan kalkmigtir.
Ticari olarak gelistiriimis ¢esitleri vardir. Yeni nesil dizileme cihazlarindan en
yaygin olanlari, “Pyrosequencing 454" ve “lllumina” cihazlaridir.
Pirosekanslamada Uzerinde oligonukleotid diziler bulunan boncuklar
bulunmaktadir. Onceden fragmanlara ayrilmis ve amplifikasyonlari yapilimig
(DNA kutuphanesi olusturulmasi) ornekler bu boncuklarin Gzerindeki
kendilerine 6zgul oligonukleotid dizilerine baglanmaktadir. Kituphanedeki her
bir DNA fragmani boncuklarin Gzerinde kendine 6zgll adaptére baglanir.
Emudlsiyon PZR ile boncuklarin tzerinde bulunan 6zgul diziler amplifikasyona
tabi tutulur. Eklenen bazlar verdikleri 1simaya gore saptanir. lllumina
teknolojisi benzer sekilde dizileme yapar. Farkli olarak, adaptor oligonukleotid
diziler boncuklara degil bir slayt Uzerine (flow cell) bagldir. Bu teknik
emulsiyon PZR yerine “képri amplifikasyonuna” dayanir. Dizileme, onceki
yontemdeki gibi eklenen bazlarin farkli renklerde verdikleri 1gimalara

dayanilarak yapilmaktadir (239).

Metagenomik sekanslama

“Shotgun sekanslama” olarak da adlandirilan metagenomik analiz, bir
ortamda (6rn; digkilar) bulunan DNA pargalarini rastgele dizmek igin
kullanilir. Bu yaklasimlarda, bir PZR amplifikasyon asamasi atlanarak DNA
dogrudan bir numuneden dizilenir. Bu, PZR yanhliginin potansiyel etkilerini
azaltir, ancak pahali ve daha fazla biyoinformatik zorluklari igerir. Bu veriler,
genlerin metabolik tanimlarina goére (6rn; hlcre duvari yapimi, antibiyotik
direnci, karbonhidrat metabolizmasi) genis gruplara ayrildigi fonksiyonel
analizler i¢in kullanilabilir. Bu metabolik profil daha sonra iki veya daha fazla
topluluk arasinda karsilastirilabilir. Metagenomik ¢aligmalar, bazi taksonomik
bilgileri saglamak icin belirli genlerin (6rn; 16S rRNA geni, cpm60 geni, vb.)

siralanmasi ile olugur (262).
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Metatranskriptomik

Bir ortamda tim mikroplarin RNA'sinin incelenmesidir. Genellikle
cDNA mikrodizileri, gen ekspresyonu c¢aligmalarinda kullaniimistir. Yeni nesil
sekanslamanin ortaya c¢ikisi, RNA-seq'in eklenmesi ile transkriptomik
alaninda devrim yaratmigtir (263). Tum genomu kapsamasinin yani sira, yeni
transkriptleri tanimlama ve hem konakgi hem de mikrobiyal sakinlerinin
transkriptomlarini analiz etme potansiyeline sahip olmasi nedeniyle, daha
yuksek bir dinamige sahiptir (264). RNA sekansindaki teknolojik gelismeler,
transkripsiyonel olarak aktif olan populasyonlar hakkindaki detaylari ortaya
clkarmayr mumkun kilmistir ve metagenomiklerde gosterildigi gibi sadece
bakteriyel populasyonlarin genetik igerigini tanimlamamaktadir (265, 266).
Yoéntem, bagirsak mikroplarinin, prokaryotik fizyoloji ve patojenitede
karbonhidrat metabolizmasini, enerji Uretimini ve hicresel bilesenlerin
sentezini nasil dizenlediklerini ortaya koymak icin kullanilmistir (267). Bu
yonteminde bazi sinirhliklari vardir. Prokaryotik mRNA, toplam RNA turlerinin
sadece %1-5'ini olusturur, cogunlugu rRNA ve tRNA'dir; bu, transkriptominin
ana konusu olan mRNA'nin kapsamini 6nemli Ol¢gide azaltabilir. Ayrica,
mRNA'nin toplanmasinda ve mikrobiyal RNA'yr konakciya ait RNA
karisimindan ayirmadaki teknik zorluklar yasanabilmektedir (268, 269).

2.2.5.4. Metabolitlerin saptanmasina dayali yontemler

2.2.5.4.1. Metaproteomik

Metaproteomik c¢alismalarda amag, tim gen translasyon Grdn
gruplarini tanimlamak, post-transisyonel modifikasyon urunleri hakkinda ek
bilgi saglamak ve transkriptom olgumleri ile ilgi yer bilgileri saglamaktir.
Shotgun metaproteomigi, kitle spektrometrisi ile birlestiriimis yUksek
performansli bir sivi kromatografisi kombinasyonu ile kompleks karisimlarda
proteinlerin tanimlanmasinda proteomik tekniklerinin kullaniimasi anlamina

gelir. Shotgun metaprotiplerinin en yaygin yéntemi, karigimdaki proteinlerin
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cikariimasi ve sindiriimesi ile baslar, daha sonra elde edilen peptitler, sivi
kromatografi veya poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilir, son olarak, peptit
kiutleleri ve spektrumlari Olgulir ve referans protein veri tabanlarindan
genomik sekans bilgisi tahmin edilenler ile karsilagtiriir. Bu yontemle
yapilmig c¢alisma sayisi ¢ok azdir. Bunun nedeni bakteriyel turlerin
kompozisyonunun farkh bireyler arasinda heterojenlik gdstermesidir.
Proteinlerin, yakindan iligkili tarlerden farklilastiriimasi, nicellestiriimesi ve
cesitli transkripsiyon sonrasi post modifikasyon olaylarinin karakterizasyonu

gibi bilisimsel engeller metaproteomik igin hala buyuk zorluklardir (270).

2.2.5.4.2. Metabolomik

Metabolomik, bir biyolojik hucre, doku, organ veya organizma igindeki
tum metabolitlerin toplanmasini temsil eden metabolom caligmasidir (271).
Kltle spektrometresi (MS) ve nikleer manyetik rezonans (NMR) gibi tespit
yontemlerinin bir kombinasyonu kullanilarak metabolitlerin tanimlanmasi ve
nicelendirilmesi gergeklestirilir (272). Bagirsak mikrobiyotasi ¢alismalarinda
metabolitlerin kullanildigi metabolomik yontemler daha sik kullaniimaya
bagslanmistir. Bu da kisiye 6zel tedavi ve beslenme seklinin gelistiriimesi gibi
calismalarda yeni biyobelirteglerin Uretilmesinin gerekliligini dogurmaktadir.
(273). Metabolik profileme, hicrenin fizyolojisinin anhk bir gérintisini
verebilir ve metabolitleri hlcresel sureglerle iliskilendirmek igin guglu bir yol
sunar (274). Metabolik ¢calismadaki zorluk, bir metabolitin konakg! tarafindan
mi, yoksa mikrobiyom tarafindan mi dretildigini belirlemedeki gucluktir.
Hucresel biyolojinin daha iyi anlagiimasini saglamak i¢in metaproteomik,

metatranskriptomik ve metabolomik bilgilerin entegre edilmesi gereklidir.
2.2.5.5. Kantitatif gercek zamanlh PZR (qPZR)
Gercek zamanh PZR, arastirmacilarin hedef DNA veya RNA'y! tespit

etmelerine ek olarak, ayni zamanda hedef miktarlarini belirler ve kantitatif

sonu¢ verir. Standart klasik PZR ydntemine teknik olarak benzemekle
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beraber farkli olarak; gPZR yonteminde karigima c¢ift zincirli DNA'ya (yeni
olusan urunlere) baglanan floresan boya veya floresan boya isaretli proplar
eklenmektedir. Bu sure¢ gercek zamanl olarak bilgisayar ortaminda
izlenebilmektedir. Floresan okuma ve sicaklik donguleri ayni tip ve cihaz
icinde gergeklestiginden hem testin suresi kisalmakta hem de kontaminasyon
riski en aza indirilmektedir. Floresan olusumu mevcut DNA miktari ile dogru
orantilh olarak artmaktadir. Mikrobiyota ¢aligmalarinda ¢ok sayida bagirsak
numunesinde bir hedefi hizlica 6lgebilmeyi saglayan, ylksek verimli bir
yontem olarak tercih edilebilmektedir. Hedef takson veya gruba 6zgu
kantitatif primerlerin gelistiriimesi ve kullaniimasi agisindan FISH ile benzerlik
gosterir. Gergek zamanli PZR isimlendiriimesi diginda, kantitatif real time
PZR, kinetik PZR, homojen PZR gibi isimler de kullaniimaktadir (275).

Patojen belirlenmesi, tek nokta mutasyonlarinin belirlemesi,
metilasyon tespiti, DNA hasarinin belirlenmesi, kromozom bozukluklarinin
tespiti gibi calismalarda kullanimi olsa da, DNA'nin kopya sayisini sayisal

degerlere donusturme en c¢ok kullanildigi alanlardir (276).

Yontemin ¢alisma prensibinde oncelikle miktari bilinen hedefe sahip
ornegin belli bir esik degerde floresan verdigi PZR siklusu tespit edilir. CT
(cycle threshold, esik dongui) referans dederi belirlenir. Buna uygun standart
egdri olusturulur. CT, Urundeki ilk anlamli artis oldugu noktay1 gostermektedir.
CT, Uran ¢ogaltiminin dogrulugunu gérmede 6nemli oldugu i¢cin qPZR’Iin ana
prensibidir. Ornegin niikleik asit miktari, standart egri ile klinik érnegin CT
degeri karsilastirilarak hesaplanmaktadir. PZR siklus sayisi ile floresan
miktar logaritmik olarak hesaplanir (277). Gergek zamanh PZR’'da 4 ana faz
bulunmaktadir ( Sekil 7):

1) Lineer faz: Yaklagik 10-15 donguden olugsan baslangi¢c agamasidir.

Bu fazda reaksiyon ¢ok hizl ilerler ve ¢odalma miktari tespit sinirlarinin

altinda olup hesaplama yapilamaz.

63



2) Erken Ussel faz: Artig miktari belirli bir esik seviyeye ulasir ve tespit
edilir. Bu seviyeye CT ya da CP (Crossing Point, Kesisme noktasi) adi
veriimektedir. Bu deger kallp kopya sayisinin hesaplanmasinda

kullaniimaktadir.
3) Ussel Faz: DNA miktarinin hizla arttigi dénemdir.
4) Plato Fazi: Artis miktar, reaktiflerin azalmasi, Urin miktarinin

artmasi ve primer-kalip yerine kalip-kalip baglanmalarinin baglamasindan
dolayi, azalir (278).
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Sekil 7. Gercek zamanl PZR fazlari

SYBR Green boyalari ve TaqMan problari en ¢ok kullanilan
kimyasallardir. SYBR Green |, spesifik olmadan herhangi bir ¢ift sarmalli
nikleik aside baglanan ve en fazla kullanilan birlegtirici boyadir. Cogdalan
DNA miktarindaki artisla birlikte qPZR cihazinda okunan floresanin miktari da
es zamanh olarak artmaktadir. SYBR Green |, 497 nm dalga boyunda
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yukseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Boya 30 amplifikasyon
donguslu sonrasi yalnizca aktivitesinin %6’sini kaybeder ve c¢ift sarmalli
DNA'nin kiiciik oluguna baglanir. islem éncesi reaksiyon karisiminda gift
zincirli DNA molekuld, primerler ve “SYBR Green |I” boyasi bulunmakta ve
bagli olmayan serbest DNA molekili ¢ok az bir floresan Isima
yapabilmektedir. ilk dénglilerde sinyal zayiftir ancak Griin miktari arttikga
floresan miktari hizla artar. Bu artis qPZR cihazinin monitériinden izlenebilir
(276).

Yontemin kolay ve ucuz olmasi yani sira bir takim sorunlari da
bulunmaktadir. istenmeyen PZR iriinlerin cogalmasi ile yine floresan acgiga
cikacagi icin her zaman istedigimiz DNA’nin ¢ogaldigini isaret etmez yanlis
pozitiflikler mimkudnddr. Ortamda hedef DNA dizisi olmadidinda, primerlerin
birbiri ile baglanmalari sonucunda “primer dimer’leri olarak adlandirilan ve gift
zincirli DNA bdlgelerinin olusumu ile karakterize floresan isima gézlenebilir
(279).

Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek
icin DNA’larin erime egrisi analizlerinin (“melting curve”, “dissociation”)
yapillmasi gerekmektedir. Erime egrisi analizi yapilmak istendiginde cihaz
PZR tuplerini yavasca isitmaya basglar. Cift sarmal DNA"nin %50’sinin tek
sarmal hale gegmesi icin gereken sicaklik erime sicakhdi (melting
temperature= Tm) olarak adlandirilir. Cift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya
basladiginda floresan boya serbest kalir ve okunan floresan miktari da duser.
Her bir DNA'nin belirli bir Tm derecesi vardir. Bu erime sicakhidi ¢ogalan
DNA parcalarinin uzunluguna ve igerdigi GC/AT oranina baghdir. Tm
derecesinin farkli olmasi her urinin kendine 6zgu uzunlugu ve gen dizisi
icermesindendir. Bu ylzden Tm sicakhdi her Grin igin 6zeldir. Cogunlukla bu
yontemle bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastiriimak istendiginde yontem
guvenilir bir sekilde kullanilabilir. Erime egrisinden yararlanilarak aplikonun
Tm degeri saptanabilmektedir. Orneklerin miktar tayinini yapabilmek icin bir

standart egrinin  ¢izilmesi gerekmektedir. Konsantrasyonu bilinen
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standartlarin  baglangigtaki kopya sayilarinin logaritmasina karsi Ct
degerlerinin gizilmesiyle standart egriler olusur. Gergcek zamanh PZR

isleminin verimliligi, standart egri ile hesaplanmaktadir. (280).

DNA pargasinin ¢ogaltilmak istenilen bolgesi 6zel bir bolge ise, bu
bdlgenin saptanmasinda floresan bir boya ile isaretli problar kullanilir. Bu
teknikler “TagMan” prob, “Molecular beacon”, “Light-up” prob, hibridizasyon
prob ve “Scorpion” primer gibi floresan isaretli problar kullanilarak yapilan
yontemlerdir. TagMan probe yontemi c¢ogaltimak istenilen DNA'ya
komplementer olan ve floresan bir boya ile isaretlenmis tek zincirli bir prob
icerir. 3’ ugtaki baskilayici boya (TAMRA) 5' uctaki reporter (FAM) boyasinin
sinyal olusturmasini engellemektedir. Cogaltilma sirasinda hedef nikleik asit
dizisi Uzerindeki primerlerin baglanma bolgeleri arasina “Taq Man” problar
baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincirler olusmaya
baglar. Probun bagl oldugu bolgeye gelindiginde Tag DNA polimeraz enzimi
5'—-3 ekzonukleaz aktivitesi ile FAM'I probdan ayirir. Serbest hale gecen
FAM, sinyal olusturur ve DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir
dongude urln ¢ogalimi arttikga floresan da ona baglh olarak artmaya devam
eder (279). ideal olarak, amplikonun boyutu, optimum PZR verimi igin 50 ila
150 baz olmali, primer erime sicakhg (Tm) 58-60° C arasinda olmali ve
TagMan probu Tm, primer Tm'den yaklasik 10° C daha yuksek olmahdir
(237).

Molekuler Boncuk yontemi, bir diger gqPZR c¢esididir. Prensibi diger iki
yontemden farkhdir. Sa¢ tokasi seklindeki yapisinin yuvarlak ug¢ kismi,
cogaltilacak DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini igcerir. Bu yapinin
diz olan u¢ kisimlari 2 adet florokrom boya igermektedir. Bunlardan
baskilayici florofor, diger boyanin floresansini engeller. Cogaltiimak istenilen
DNA bdlgesi PZR ile gogalmaya basladiginda prob hedef DNA dizisine gore
dizayn edildiginden birbirleri ile karsilastiklarinda konformasyonu degisir ve
diz, cift zincirli hale geger. Molekuler boncuk hedef nukleik asit dizisi ile

hibridize olur olmaz boncuk molekulinin yapisi degisir. Boyalar da
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birbirlerinden uzaklastigindan floresan miktari artar. Tetkik, floresan 6lgimu

ile sonuglanir (281).

Hibridizasyon Prob yéntemi, iki farkli prob dizayn edilerek olusturulmus
bir diger qPZR yontemidir. 3’ ucunda floresans isaretli boya (donor), 5'
ucunda alici boya (acceptor) bulunmaktadir. PZR reaksiyonu sirasinda bu iki
prob hedef nukleik asit dizisine baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji
yayllimi olur. Enerji “donor” boyadan “acceptor” boyaya transfer olur. Bu
enerji transferi sonucunda olugan floresans miktari PZR suresince olusan

urin miktari ile dogru olarak artar (282).

Kantitatif PZR, bagirsaktaki bakterileri dlgmek icin son derece gugli ve

kullanigli, yuksek verimli bir ydontem oldugunu kanitlamigtir.

2.2.6. Bagirsak mikrobiyotasi ve inflamatuvar bagirsak hastaligi iligkisi

Distal ileum ve kolon yuksek konsantrasyonda mikroorganizma igeren
bdlgelerdir. Bu mikroorganizmalarin daha 6nce de bahsedildigi gibi birgok
onemli fonksiyonu vardir. Ancak genetik olarak yatkin kigilerde bazi
mikroorganizmalar ve (rinleri iBH’ye neden olabilmektedir. Mikrobiyotadaki
bu degisiklikler, cocuklarda hastalik tanisinin ilk olarak konuldugu
zamanlarda da saptanmistir. Bu bulgu disbiyozun; klinik hastaliktan 6nce
gelebilecegini, uzun suredir devam eden inflamasyon ve tibbi tedaviden
badimsiz olarak gelisebilecegini disindirmektedir (283). Bu mikrobiyal
degisikliklerin iBH'nin sebebi mi, yoksa IBH sonucu olusmus olan
degisikliklerin bir sonucu mu olup olmadi§i heniiz agik degildir. ilging olarak,
UK hastalarindan alinan mikrobiyota 6érnekleri farelere transfer edildiginde,
Th17 tepkilerinin induklendigi gorulmustar. Bu durum, bu bakterilerin
hastalarda gozlenen duzensiz T hucre tepkilerine katkida bulunabilecegini
g6stermektedir. Bu giine kadar higbir tek ajanin iBH ile tutarli bir iliskisi tespit
edilememigtir. Halen gecerli olan hipotez; bagirsak bakteri topluluklarindaki

degisikliklerin iBH ile iligkili iltihaplarin baslatiimasina ve/veya sirdirilmesine
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katkida bulunabilecegidir (284). Fekal mikrobiyota, uzun zamandir potansiyel
bir risk faktorl, tedavi yanitindaki heterojenligin bir agiklamasi veya terapotik
midahalenin yeni bir noktasi (6érnegin fekal transplantasyon ) olarak iBH'de
yer almaktadir. Yapilan calismalarda [BH, bagirsak mikrobiyotasi ile
iliskilendirilmistir. Birgok c¢alismada IBH ile genel olarak bozulmus bir
bagirsak ekolojisi ve cesitliliginin azalmasi arasinda bir iliski bulunmustur.
Ancak, bagirsak bilesimlerindeki muazzam karmasiklik ve bireyler arasi

yuksek degiskenlikler nedeniyle bu durumu agiklamak zor olmaktadir.

Tablo 2. IBH'de artan ve azalan bakteriler

iBH’de Artan iBH’de Azalan

Mikrobiyal e Proteobacteria e Bifidobacterium
Komposizyon e Escherichia coli spp.

e Fusobacterium spp. e Groups IV and

e Ruminococcus XIVA Clostridium

ghavusa e Faecalibacterium
e Pasteurellaceae prausnitzii
e Veillonellaceae e Roseburia spp.

e Suterella spp.
e Bacteroides

Mikrobiyal e Amino asit e SCFAs
Fonksiyon transportu e Bitirat
e Silfat transportu e Amino asit
e Oksidatif stres biyosentezi
e Tip 2 sekresyon
sistemi

inflamatuar Bagirsak Hastaligi, Inflammatory Bowel Disease
Multi'omics Data Base (IBDMDB) projesi, her biri insan mikrobiyom projesinin
bir parcasi olan bes klinik merkezden 132 kisiyi, bir yil sure ile takip ederek
olusturulmustur. Bu proje kapsaminda, 1.785 digki 6rnegi (her iki haftada bir),
651 bagirsak biyopsi ornegi ve 529 kan ornegi analiz edilmistir. IBDMDB ile,
mikrobiyomdaki gesitli farkhliklar tanimlanmis ve hastalik strecindeki imman
tepkiler anlasiimaya calismasidir. Bu calismada, iBH hastalarinda, hem aktif

hem de remisyon donemlerindeki mikrobiyal bilesimleri de tanimlaniimaya
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calisiimigtir. Hastaligin remisyon zamanlarinda, kontrol gruplarin benzer ve
‘baseline’ olarak tanimlanan duzeyde oldugu gosterilmigtir. Calismada,
spesifik hastalik durumuna bakilmaksizin, genel bir inflamatuvar yanit igin,
ortak birgcok Ozelligi paylasan, ylksek oranda farkli mikrobiyal
kompozisyonlari olan disbiyoz skoru tanimlanmistir. Disbiyoz, iltihaplanmayla
birlikte, agilkarnitin havuzlari ve safra asitlerinde blyuk degisimler ve artan
serum antikor seviyeleri gibi, sistemik duzensizlige neden olan diger konakgi
ve biyokimyasal dedisiklikler ile de iligkilendirilmistir. Calisma ile konakgi-
mikrobiyom etkilesimlerinin stabilitesi ve dinamikleri karakterize edilmigtir.
Mikrobiyota ve bagisiklik tepkilerinin 6zellikle kontrol grubundaki saglikli
bireyler ile kiyaslandiginda iBH katilimcilarinda belirgin olarak daha az kararli

oldugu vurgulanmistir (285).

IBHli olgularda saglkli bireylerle karsilastirildiklarinda  anti-
inflamatuvar kapasiteye sahip bakterilerin sayilarinda azalma, inflamatuvar
kapasiteye sahip bakterilerin sayisinda ise artis g6zlenmektedir. Dikkati
ceken en oOnemli degisiklikler; bagirsak mikrobiyotasindaki cesitliligin
azalmasi yani sira, Bacteroidetes (Alistipes, Barnesiella vs.) ve Firmicutes
(Faecalibacterium, Oscillibacter, Agathobacter, Ruminococcus, vs) turu
bakterilerin yogunluklarindaki dusukluktar. Bifidobacterium adolescentis ve
Faecalibacterium prausnitzii gibi anti-inflamatuvar kapasiteye sahip
bakterilerin yogunluklari azalmistir. F. prausnitzii'nin anti-inflamatuvar
etkisinin butirat Uretmesinden kaynaklandi bilinmektedir. Saglikli kontrollerle
kargilastirildiginda CH olan kigilerde, F. prausnitzii, Blautia faecis, Roseburia
inulinivorans, Ruminococcus torques ve Clostridium lavalense bakterilerinin
miktarlarinin azaldi§i gozlenmistir. F. prausnitzii sayisindaki azalma, cerrahi
sonrasi ileal relapslar ile iligkilendirilmistir (286, 287). UK hastalarinda ise,
relaps sonrasi F. prausnitzii populasyonunundaki dizelmenin, Kklinik olarak
remisyonun surdurtlmesi ile iligkili oldugu sonucuna variimistir. Sokol ve ark.,
F. prausnitzii ile uyariimis insan periferal kan mononukleer hicrelerinin IL-10
uretimini indukledigini; IL-12 ve IFN-gama gibi inflamatuvar sitokinlerin

Uretimini inhibe ettigini gostermislerdir. Ayrica, genetik olarak IBH riski
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tasiyan saglikh bireylerin bagirsak mikrobiyotasinda Roseburia spp. cinsinde

onemli bir azalma oldugunu da gostermislerdir (Tablo 2) (288, 289).

IBH hastalarinda Proteobacteria grubunda ve gogunlukla da E. coli' de
goreceli bir artis s6z konusudur. Ozellikle yetiskin CH’de izole edilen E.coli
grubu, proinflamatuar ézellige de sahip olan, entero invaziv E. Coli (EIEC)
'dir. Saglikli bireylerde EIEC kolonizasyonunun orani %6 bulunurken, CH
olan bireylerde bu oran %38 olarak bulunmustur (289). Moustafa ve ark,
saglikli kontrollere kiyasla, IBH hastalarinda hem E. coli hem de Clostridium
perfringens'in enterotoksin, hemoglobin proteaz, hemolizin A, hemolizin B,
hemolizin C, hemolizin D, sitotoksik nekrotizan faktér 1 gibi virGlans
faktdrlerinin prevalansinin arttigini gézlemislerdir. CH’de bu prevalansin UK
hastalarina gore daha yuksek oldugunu bildirmiglerdir (290). Bagirsak
epiteline yapisma kabiliyetine sahip olan patojenik bakterilerin artigi, bagirsak
gegirgenligini etkiler, bagirsak mikrobiyatasinin c¢esitliligini ve bilesimini
degistirir. Sonu¢ olarak bagirsak iltihabinin indiklenmesine neden olan
tepkiler ortaya c¢ikar. [IBH hastalarinda Runinococcus gnavas ve
Ruminococcus torques gibi mukolitik bakterilerin artmasi ile iligkili olarak

mukoza ile iligkili bakterilerde artis bildiriimistir (288).

Mycobacterium avium subsp para-tuberculosis (MAP), IBH
etyopatogenezinde rol oynayan tetikleyici faktor olarak tartigilan aerobik
patojenik bakteridir. MAP, insan disinda primatlar ve kopekler dahil olmak
Uzere, sigirlarda ve diger turlerde kronik koliti uyarmaktadir. Sigirlarda MAP
kaynakli bagirsak iltihaplanmasi John hastalii olarak adlandirilir ve insan
CH ile Kklinik ve histolojik ozellikleri aynidir. MAP’In bagirsak inflamasyonuna
olan katkisi ile ilgili bilgiler, CH (zerine yapilmis birgcok c¢alismaya
dayanmaktadir. NOD2 varyantina sahip olan CH hastalarinda, MAP’in hatall
olarak tanimlanmasi ve otofaji ile ilgili ATG16L1 geninde eksiklik olan
farelerin makrofajlarinda MAP kalicihiginin gosterilmesi, MAP'in intestinal

inflamasyondaki rolinin en oOnemli kanitlaridir. Tum bunlar patojenik
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bakterilerin, genetik agidan duyarli konakgilarda kronik bagirsak iltihabina

neden olabilecegini gostermektedir (291).

IBH patogenezinde bakterilerin yani sira, bu bakterilerin Urettigi
metabolik Urlnler de sorumlu tutulmaktadir. Ornegin, Alistipes, F. prausnizzi
ve Clostridium cluster IV, XlIVa, XVIII gibi butirat Greten bakterilerin
azalmasinin bir sonucu olarak IBH hastalarinda kisa zincirli yag asitlerinin
konsantrasyonunun azaldi§i rapor edilmistir (286, 287). Bu azalma, kisa
zincirli yag asitlerinin epitelyal hicre butunligunin ve Treg hucrelerinin
dizenlenmesi acgisindan gerekli olmasi nedeniyle dnemlidir. Bagirsak epitel
hicrelerine zarar veren ve mukozal iltihaplanmaya neden olan hidrojen
sulfat, sulfatin indirgenmesi sonucu olugsmaktadir. Sulfatin indirgenmesine
neden olan Desulfovibrio gibi bakterilerin, IBH hastalarinda artmis oldugu
bulunmusgtur. Ayrica bu hastalarda farkli bireylerde farkli taksonlarin
etkilenmesiyle ortaya ¢ikan; oksidatif stres yolaklarinda bir artis, karbonhidrat
metabolizmasinda ve amino asit biyosentezinde bir dusus de rapor edilmistir
(Tablo 2) (292).

Bugtine kadar IBH etiyolojisinde mantar, archaea ve virusleri igine alan
diger Onemli mikroorganizmalarin rolu genisg Olgude g6z ardi edilmigtir.
Gelisen teknolojik yeni tanimlama yontemleri ile daha az taninan
mikroorganizmalar da artik tanimlanmaya baslanmistir. iBH'de bakteriyel
mikrobiyota yani sira, fungal mikrobiyota dedisiklikleri de rapor edilmistir.
Saccharomyces cerevisiae’nin mannana karsl olusan antikorlari CH ile
iliskilendirilmis; Card9 gibi iBH ile iliskili birka¢ genin, mantarlara karsi immiin
tepkilerde rol oynadigi gorulmus; farelerde yapilan ¢alismalarda da bagirsak
iltihabinin mantarlarin gogalmasini tetikledigi tespit edilmigtir. Bu bulgular,
fungal mikrobiyota ve IBH patogenezi arasinda baglanti olabilecegini
dusundurmustiur. Bazi mantarlarin, iltihaplanma duyarliigini negatif (Candida
albicans) veya pozitif (Saccharomyces boulardii) sekilde diuzenleyebilecegi
gorulmustlr. Fare deneylerinde, mantarlarin algilanmasinda majoér olan

Dectin-1 veya Card9 gibi genlere sahip olmayan farelerde artmig bir mantar
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mikrobiyota yuku bulunmus ve kolite daha yatkin olduklari tespit edilmigtir.
Sokol ve ark.’nin yaptigi ¢alismada, Basidiomycota'nin yogunlugunun arttigi
ve Ascomycota yogunlugunun azaldigi tespit edilmistir.
Basidiomycota/Ascomycota yodunluk orani, alevienme doneminde, remisyon
donemine gore ve hastalarda saglikh deneklere gore artmis olarak
bulunmustur. Malassezia sympodialis ve Saccharomyces (6zellikle S.
cerevisiae ) tirlerinde de azalma tespit edimistir. C. albicans, IBH'li

hastalarda ve 6zellikle alevienmede bol miktarda bulunmustur (293).

Hem metod hem de analitik zorluklar nedeni ile bagirsak virom
yapisini deg@erlendiren c¢alismalar sinirh sayidadir. Bu c¢alismalar da
bagirsaktaki viral toplulugun ¢ogunlugunu olusturan bakteriyofajlar Gzerine
yogunlasiimistir. Boéyle bir calismada, IBH hastalarinda Caudovilales
bakteriyofajinda belirgin bir genisleme goézlenmistir. Baska bir calismada da,
CH ve UK hastalarinin kolonik mukozasinda Herpesviridae transkripti
bildirilmistir (286). Ungaro ve ark.’nin yakin zamanda yaptiklari bir galismada,
UK hastalari arasinda Hepadnaviridae transkriptinin; CH hastalari arasinda
da Hepeviridae seviyelerinin yliksek oldugu gosterilmistir. UK, dusik
seviyelerde Polidnaviridae ve Tymoviridae viromu ile karakterize edilirken,
CH, dugsuk seviyelerde Virgaviridae ile iligkilendirilmistir (294). Yapilan bu
calismalarda yazarlar, Okaryotik viruslerin de bagirsak iltihabi ile iligkili
oldugunu ve IBH tedavisi igin antivirallerin gelistirimesi gerekliligini

vurgulamiglardir.
Yukardaki verilerden de anlasilacagi Uzere, bagirsak mikrobiyotasi ve

metabolik Urlnlerinin, IBH patogenezinde &énemli bir payinin oldugu

gOrulmektedir.
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2.2.7. Caismamizda kullanilan bakterilerin genel 6zellikleri
Calismamizda sekiz adet bakteri kullaniimistir. Bu bakterilerin genel
Ozellikleri asagida oOzetlenmekte ve siniflandirimasi  Tablo 3'de

gOrulmektedir.

Tablo 3. Calismamizda kullanilan bakterilerin siniflandiriimasi

Tar Cins Aile Takim Sinif 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
|S_SFC)tObaCI||US 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 varli§i saglikh bagirsak ile iligkilidir ve bollugu cesitli hastalik
durumlariyla ters orantihdir. A. muciniphila, kalin bagirsagin mukus
tabakasinda bulunur ve burada bagirsak butlinligini korumaya dahil olur.
Bagirsakta immun sistem regulasyonuna katillir ve bagirsak bariyer
fonksiyonunu koruyucu role sahiptir. Faecalibacterium prausnitzii ile birlite

bagirsakta butirat Uretiminde rolu vardir (295).
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2.2.7.2. Bacteroides fragilis grup

Bacteroidetes, memeli gastrointestinal kanalinda sayica c¢ok bol
miktarda bulunan zorunlu anaerobik, hareketsiz Gram negatif bakterilerden
biridir. iInsanda genelde kommensal olarak kolonda normal flora lyesi olarak
bulunur. B. fragilis, Bacteroides cinsi iginde en sik goérllen tir olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Yapilan c¢alismalarda Bacteroides’in, bagirsak
epitelinin glikosilasyonunu indukleyen, konakgi kullanimi igin karbonhidratlari
sindiren, immiin sistemi giiglendiren ve IBH hayvan modellerinde bagirsak

inflamasyonundan koruyan bir bakteri cinsi oldugu gosterilmigstir (296).

2.2.7.3. Bifidobacterium spp

Bifidobacterium cinsinin Uyeleri, Gram-pozitif, zorunlu anaerobik,
hareketli olmayan, spor olusturmayan bakterilerdir. Nispeten uzun, ince,
polimorfik yapida basillerdir. Bazi turleri ¢atallanma ve dallanma goésteren
yapilar olusturabilir. Kati besi yerinde beyaz, parlak, kenarlari duizensiz
koloniler olustururlar. insan ve hayvan bagirsak mikrobiyotasinin en énemli
bilesenleridir. Anne sutu ile beslenen cocuklarin gastrointestinal florasinin
buyuk cogunlugunu olusturmaktadirlar. Yetigkin insanlarda agiz boslugu,
vajen ve bagirsak florasinda tespit edilirler. Bifidobacterium turleri igerisinde
B. dentium, tek patojen tir olarak séylenmektedir. Ancak B. longum ve B.
breve ile olusan infeksiyonlar da bildirilmistir (297). Bifidobacterium'un

patojenik potansiyeli belirsizligini korumaktadir.

Bu cins 50'den fazla turden olusur, insanlarda sadece 10 tlr bulunur.
Emzirilen bebeklerde Bifidobacterium bagirsak mikrobiyotasinin %80'inden
fazlasini olustururken, vyetiskinlerde diski florasinin sadece %3-6'sini
olustururlar.  Tar dagihmi  bebeklerde ve yetiskinlerde farkhdir;
Bifidobacterium adolescentis ve Bifidobacterium longum subsp. longum
yetigkin bagirsak florasindaki ana bifidobakteriyel turlerdir ve Bifidobacterium

longum subsp. infantis ve Bifidobacterium breve, insanda bebeklerin
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badirsak kanalindaki baskin tirlerdir. Bifidobacterium cinsinin bazi segilmis
uyeleri, patojenlerle rekabetci olarak savasir, bagisiklik sisteminin
modulasyonunu yapar ve diyetten turetilmis karbonhidratlarin pargalanmasini
saglayarak konakgiya avantaj saglar. Bifidobacterium bu etkileri nedeniyle,
hastaliklari 6nlemek veya tedavi etmek amaciyla, diger laktik asit bakterileri

ile kombinasyon halinde probiyotik urtnlere eklenirler (298).

2.2.7.4. Faecalibacterium prausnitzii

F. prausnitzii tdrleri, Firmicutes filum, Clostridium sinifi,
Ruminococcaceae familyasinda bulunan sporsuz Gram pozitif anaerop
bakteridir. Bagirsak fizyolojisi icin énemli olan butiratin Gretimini saglayan
bagslica bakterilerden biridir. Butirat, kolonositler i¢in ana enerji kaynagi olup,
kolorektal kanser ve iBHya karsi koruyucu ézelliklere sahiptir. F. prausnitzii
ayrica, bagirsak bariyer fonksiyonunu arttiran ve paraseliler gecirgenligi
etkileyen metabolitlerin salinmasi yoluyla da iltihabin siddetini azaltmaktadir
(299).

2.2.7.5. Fusobacterium nucleatum

Sporsuz, duz veya kivrik, uzun, ince, zorunlu anerop, gram negatif
basillerdir. F.nucleatum zor Ureyen bir bakteridir. Ag§iz boslugu,
gastrointestinal kanal ve genital bdlgede komensal olarak bulunmaktadir.
Agiz bakimi iyi olmayan Kigilerin dig etlerinde bol mitarda bulunmustur. Beyin,
plevra, akciger ve karaciger apselerine neden olabilir (300). F. nucleatum
varligr ile insan kolorektal kanseri arasinda bir iliski, hem hasta
populasyonlarinda hem de hastallk asamalarinda ortaya c¢ikmigtir.
Arastirmacilar F. nucleatum turinu kolorektal kanserli hastalarda kontrol
grubuna gore anlaml olarak yuksek bulmuslardir. Epitel hucrelere E-cadherin
baglandigi zaman, turln virlans faktéri olan FadA uyarilmaktadir, niklear
faktor kappa B aktive olmaktadir. Boylece F. nucleatum tiru ile sitokinlerden

Ozelikle TNF-a ve IL-10 seviyeleri artismistir. Uzun zamandir F.
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nucleatum’un, farkli enfeksiyonlara sahip hastalardan, anaerobik
numunelerde sikga izole edildigi ve tanimlandigi ve firsatgi bir patojen olarak
kabul edildigi gértlmektedir (301, 302).

2.2.7.6. Eschericha coli

Gezegende bulunan butun memeli canlilar E.coli ile kolonize olmus
durumdadir. Bebeklerde ilk kolonize olan bakterilerden bir tanesidir ve bir
yetiskin dGmru boyunca bu bakteri ile kolonize kalacaktir. E. coli'nin nasil
kolonize oldugu ve nasil hastaliga neden oldugu hala tam olarak
anlasiimamigtir. Yapilan c¢alismalar, E. coli susglarinin kalin bagirsaga
ulastiginda, kolonilesmek icin mukus tabakasina girdigini ve farkh suslarda
farklihk gostermekle birlikte orada besinleri buyume amaciyla kullandigini
gOstermektedir (303). E.coli, Escherichia ailesinde bulunan, insan igin dnemli
bir firsat¢i patojen, kalin bagirsadin en yaygin fakultatif anaerop gram negatif
bakterisidir. Yaklagik 2-6 ym boyunda, 1-1,5 pm eninde, duz, uglar yuvarlak
bir basildir (304).

E.coli’ nin 6zellikle invaziv tipi CH’da yluksek miktarda tespit edilmistir.
Bu invaziv E.coli, epitel hucrelerini istila edebilir, makrofajlarda hayatta
kalabilir ve biyofilmler olusturabilir. Fizyolojik sartlarda, E. coli'nin hayatta
kalmasi, reaktif oksijen tiurlerinin seviyelerindeki artisa ve konagin
bagirsaklarinda normal kosullarda koruyucu bir etki saglayan kommensal

bakteri populasyonlarindaki diistse baglidir (303).

2.2.7.7. Lactobacillus spp.

Lactobacillus, doga da yaygin olarak bulunmakta ve insan agiz
boslugu, gastrointenstinal ve Uregenital sistem floralarinda karsimiza
citkmaktadir. Yeni doganda ve puperteden menopoza kadar olan donemdeki
erigskin kadin vajen florasinda bulunmaktadir. Vajen florasinda glukojenden

laktik asit olusturarak pH’yr dugurir ve patojen mikroorganizmalardan korur.
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Bu bakterilerin yapisi ince, uzun ve silindir geklinde olabilmekle beraber,
tombul ve kisa da gorilebilen gram pozitif basil seklindedir. Ureyebilmek igin
mikroaerofilik veya aneorob ortama gereksinim duysalar da, aerobik 6zellik

de kazanabilirler. Rogosa segici besi yerinde kolaylikla Gremektedir (297).

insan ve hayvan bagirsak mikrobiyotasindan cok sayida Lactobacillus
susu izole edilmistir. Bu bakteri grubu, gastrointestinal sistemin stabilitesini
korumak, bagirsak enfeksiyonlarini énlemek ve genellikle bagirsak saghgini
desteklemek icin dnemlidir. Lactobacillus, hastaliklarla iliskilendiriimemis ve

patojenik olmadigi kabul edilmigtir (305).

2.2.7.8. Prevotella intermedia

Prevotella turleri adiz boshdu, dis eti, vajen florasi ve badirsakta
kommensal olarak bulunmaktadir. P. intermedia; gram negatif, kuguk, basil
veya kokobasil seklinde olup pigmentli Prevotella turleri arasindadir. Kanl
besi yerinde 2-21 gin arasinda pigment olustururlar. Sakkorolitik olduklari
icin metabolik son urlnleri asetik ve suksinik asittir. P. intermedia ‘nin bas

boyun plevral enfenksiyonlara neden olabilecegi bildirilmistir (306).

Prevotella intermedia'nin uzun suredir periodontal hastaliklar,
periapikal periodontit, akut gangrendéz hastaliklar ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Oral hastaliklara dahil olmasinin yani sira, Prevotella
intermedia’'nin solunum yolunda kolonize oldugu ve kistik fibroz ve kronik
bronsit ile iligkili oldugu bildiriimigtir (307); P. intermedia turtinde, tripsin
benzeri serin proteazlardan dipeptidil peptidaz IV ve sistein proteaz gibi
birkag proteaz tanimlanmigtir. Virulans faktori olan bu proteazlar hucre
yuzeyinden bakteriyal proteinlerin salinimina, immunglobulinlerin aktivasyonu

ile adaptif immun sistem cevabinin olusumuna neden olmaktadirlar (308).
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3. HASTALAR VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onayi

Tez calismasina dair etik kurul onayi, Ondokuz Mayis Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan verilmigtir. Calisma ornekleri
Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiltesi Gastroenteroloji bilim
dalina basvuran hastalardan segcilmistir. Calismaya katilan hasta ve saglikli
kigiler gonullu olarak galismaya katilmig, calismaya dair bilgi verilmis ve
kendi rizalari ile onam formunu imzalamistir. Etik kurul onayi EK-1'de

verilmigtir.

3.2. Hasta Segimi

Tek oran testi power analizi sonucuna goére calismaya 22 hasta ,22
saglikli olmak Uzere toplam 44 gonulli dahil edildi. Katilimcilardan saglik
bilgilerini toplamak amaci ile hastane nukleus verileri toplandi ve tum
konularda bilgilendiriimis onam formu alindi. Calismaya katilan hastalar,
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Gastroenteroloji
bolimune bagvuran gondllilerden segildi. Gonulli hasta ve saghkh
kontrollerin c¢alismaya dahil edilme ve digslanma kriterleri Tablo 4'te

listelenmigtir.

3.3. Orneklerin Toplanmasi ve Veriler

Gondillilere, kendilerine verilen gaita toplama kabina ceviz
blayukliginde (10-20 gr kadar) gaita 6rnegini 6zel bir kasik yardimi ile steril
plastik bir tipe aktarmalari sdylendi. Gaita 6rneklerinin 2 saat iginde
laboratuvara ulastiriimasi saglandi. Ornekler 200 mg olacak sekilde tartilarak
2 mL’lik mikrosantriflij tplerine aktarildi ve ¢alisma glinine kadar -80°C de
saklandi.
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Tablo 4. Hasta ve saglikli kontrollerin ¢calismaya dahil edilme ve dislanma
kriterleri

Goniillilerin Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

Calismaya dahil edildigi tarihte 18 ile 65 yas arasinda bulunuyor olmasi
Gida alerjisi olmamasi

Malabsorbsiyon olmamasi

Invaziv enfeksiyona sahip olmamasi

3 ay oncesine kadar antibiyotik kullanmamis olmasi

4 hafta 6ncesine kadar kortikosteroid kullanmamis olmasi

Son 3 ay igerisinde prebiyotik/probiyotik tedavisi almamig olmasi

Calismadan 3 ay 6ncesine kadar kolon temizligi yapilmamis olmasi

Goniillilerin Diglanma Kriterleri

Calismaya dahil edildigi tarihte 18 yasindan kiguk, 65 yasindan buyuik olmasi
Gida alerjisi olmasi

Malabsorbsiyon olmasi

Invaziv enfeksiyona sahip olmasi

Son 3 ay igerisinde antibiyotik kullanmis olmasi

Son 4 hafta igerisinde kortikosteroid kullanmis olmasi

Son 6 ay igerisinde prebiyotik/probiyotik tedavisi almis olmasi

Calismadan 3 ay dncesine kadar kolon temizligi yapilmis olmasi

Hastalarin kayitlari geriye donUk olarak hastane nukleus sistemi
uzerinden tarandi. Hastalarin klinik bulgulari ile ilgili detayli bilgi, hemeglobin,
|6kosit, trombosit, C-reaktif protein (CRP), eritrosit sedimentasyon hizi (ESH)

seviyeleri kayit edildi.

3.4. Mikrobiyolojik inceleme

inflamatuvar bagirsak hastalikli kisiler ve saglikli kontrollerden alinan
gaita Orneklerinin molekuler mikrobiyolojik incelemesi asagidaki protokole
uygun olarak gergeklestirildi. Calisma kosullari ve malzemelerin kullaniimasi

surecinde kontaminasyona kargi genel laboratuvar dnlemleri alindi.
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3.4.1. Gaita orneklerinin hazirlanmasi

Gaitada oOrneklerinde c¢ok sayida DNA izolasyon inhibitorleri
bulunmakta ve bu nedenle DNA ekstraksiyon isleminde problemler
yasanmaktadir. Calismada bu sorunlari en aza indirmek amaciyla gaita igin
Ozel ekstraksiyon kiti olan QIAmp® Fast DNA Stool Mini Kit (QlAgen, Hilden
Germany) kullaniimigtir ve Uretici firma talimatlari dogrultusunda DNA izole
edilmistir. DNA ekstraksiyonu asagida sirasi ile belirtilen protokole gore

gerceklestirildi:

1. icinde 200 mg gaita 6rnedi bulunan 2mL tiiplerin icine 1mL InhibitEX
tamponu ilave edilerek homojenize etmek i¢in 1 dakika vortex iglemi yapildi.
2. Karisim homojenize olana kadar yaklagik 1 dakika vorteks yapildiktan
sonra 1sI blogu uzerinde 95°C’de 10 dk boyunca inkube edildi.

3. inkiibasyon sonunda digki partikiillerinin ¢ékmesi igin 1 dakika boyunca
14,000 rpm’de santrifij edildi.

4. 200 pL supernatant toplanip igerisinde 15uL Proteinaz K bulunan 2 mL’lik
mikrosantrifij tuplerine alindi.

5. Uzerine 200 pL Buffer AL eklendi ve vortekslenerek 70°C’de 10 dakika
boyunca inkube edildi.

7. Uzerine 200 uL %96-100'lik etanol eklendi ve vortekslenerek karistirilarak
QIAamp spin kolona aktarildi.

8. Kapak kapatilip 1 dakika 14,000 rpm’de santrifuj edildi. QIAamp spin kolon
yeni bir 2 mL’lik toplama tupune alindi.

9. Spin kolonun agzi dikkatlice acilarak 500 uyL Buffer AW1 eklendi. Kapak
kapatilip 1 dakika 14,000 rpm’de santrifij edildi. QlAamp spin kolon yeni bir 2
mL’lik toplama tipUtne alindi ve filitrat iceren toplama tupu atildi.

10. Spin kolounun agzi dikkatlice acildi ve Uzerine 500 pyL Buffer AW2
eklendi. Kapak kapatilip 14,000 rpm’de santriflij edildi. Filtrat iceren toplama
tapa atildr.

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

rpm’de santrifij edildi.
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12. Spin kolon yeni ve 6rnek kodunun yazildigr 1,5 mL’lik mikrosantrif(j
tupune alindi. Spin kolonun kapagi dikkatlice agilarak igine 200 uL Buffer
ATE dogrudan QlAamp membrani Uzerine eklendi. Kapagi kapatilip 1 dakika
oda isisinda inktbe edildi. Daha sonra DNA icin 1 dakika santriftij edildi.

13. Elde edilen ornekler gergcek zamanli PZR yapilma gunine kadar

buzdolabinin -20°C’lik bolumune saklamaya kaldirildi.

3.4.2. Calismada kullanilacak bakterilerin hazirlanmasi

Calismada toplamda sekiz adet bakterinin varhgi arastirildi (Tablo 5).
Eschericha coli ATCC 25922 susu, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim dali laboratuvari kultir koleksiyonundan;
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 susu, Kocaeli Universitesi Tip
Fakultesi  Tibbi  mikrobiyoloji  Anabilim  dali  laboratuvari  kultlr
koleksiyonundan; Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Bifidobacterium
animalis ssp lactis suslari, Ondokuz Mayis Universitesi Gida Miihendisligi
mikrobiyoloji laboratuvari kultlir koleksiyonundan; Bacteroides fragilis ve
Prevotella intermedia suslari, Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim dali laboratuvari kultur koleksiyonundan temin
edilmistir. Calismada kullanilan bakterilere ait primer dizisi, hedef bdlge

buyuklugu ve PZR baglanma isilari ile birlikte Tablo 5’te listelenmistir.
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Tablo 5. Calismada kullanilan bakterilere ait primer dizisi, hedef bdlge
bayukligu ve PZR baglanma isisi

Bakteri Adi Primer Primer Dizisi Hedef Annealing Referans
Adi Bolge Sicakhgi
Biyukligi (°C)
(bg)
Bacteroides BAC-F 5 ATA GCC TTT CGA AAG RAA GAT 3’ 495 50 (309)
fragilis grup
BAC-R 5 CCA GTATCAACT GCAATTTTA 3
Bifidobacterium BIF-F 5 GGG TGG TAATGC CGG ATG ¥ 550 55 (309)
spp.

BIF-R 5 TAA GCG ATG GAC TTT CACACC 3
Eschericha coli ESC-F 5 GTT AATACC TTT GCT CATTGA ¥ 195 63 (310)
ESC-R 5" ACC AGG GTATCT AATCCTGTT ¥
Faecalibacterium  FAE-F 5" GAT GGC CTC GCG TCC GAT TAG ¥ 199 58 (310)
prausnitzii
FAE-R 5 CCGAAGACCTTCTTCCTCC3
Fusobacterium FUS-F 5 CAC AAG CTGACGCTCTAGA3JZ 164 47 (311)

nucleatum
FUS-R 5TTACCAGCT CTTAAAGCTTG 3

Lactobacillus LAC-F 5 AGC AGT AGG GAATCTTCCA 3 341 51 (312)
S .

PP LAC-R 5 CAC CGC TAC ACA TGG AG 3
Prevotella PRE-F  5AAT ACC CGA TGT TGT CCA CA 3 339 51 (313)
intermedia

PRE-R 5 TTA GCC GGT CCT TATTCG AA 3

Akkermancia AKK-F 5" CAG CAC GTG AAG GTG GGG AC & 327 60 (314)

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

3.4.2.1. Bakterilerden DNA izolasyon iglemi

Calismada kullanilacak bakterilerin besi yerinde Ureyen kolonilerinden
bir 6ze dolusu alindi. icerisinde 500 pl steril distile su bulunan mikrosantrifij
tipune aktarilarak vorteks islemi uygulandi. Homojen hale gelen karisim,
dnceden 100°C'ye ayarlanmis kuru blokta 15 dakika inkibe edildi. islem
sonunda mikrosantrifrij tipleri santrifij cihazinda 15.000 rpm'de 4°C'de 20
dakika igleme tabi tutuldu. Daha sonra supernatantlar temiz tlplere aktarildi.

DNA miktarinin tayini ve izolasyonun kontroli amaci ile érneklerin Nano drop
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ND-1000 ( Thermo Scientific, Wilmington, DE) spektrofotometre cihazinda
Olcimleri yapildi. Safigi 260 nm ve 280 nm’de okunmus degerler dikkate
alinmis ve 1,8-2 degerleri saf DNA olarak kabul edilmistir. Yeterli saflikta
tespit edilmeyen DNA orneklerinin bakterilerine tekrar ekstraksiyon iglemi
yapildi. Elde edilen DNA miktari ng/ul olarak belirlenmigtir. DNA miktarlari

Olculen bakterilerin kopya sayisi asagidaki formule gore hesaplandi.

Kopya/uL=6,022x1023(kopya/mol)xkonsantrasyon (ng/uL))/(baz iftix10°x660)
Formule gore hesaplanan DNA izolatlarinin kopya sayilari Tablo 6’da

yer almaktadir. Yeterli safliktaki DNA ornekleri, gergek zamanl PZR islemine

kadar -20°C'de saklamaya alindi.

Tablo 6. Kullanilan bakteri standartlarinin kopya sayilari

Bakteriler DNA (kopya sayisi/pL)
Bacteroides fragilis grup 5x10°

Bifidobacterium spp 43x10°

Eschericha coli 38,3x10°
Fusobacterium nucleatum 88,6x10°
Lactobacillus spp. 10,9x10°

Prevotella intermedia 72x10°

Akkermancia mucinophilia 70,1x10°
Faecalibacterium prausnitzii 99,4x10°

3.4.2.2. Akkermancia mucinophilia ve Faecalibacterium prausnitzii

bakterilerinin hazirlanmasi

Faecalibacterium prausnitzii ve Akkermancia mucinophilia bakterileri
icin pozitif kontrol olarak kullanilacak izolatlar temin edilememistir. Yapilan
literatir calismalarindan edinilen bilgiler dogrultusunda bu bakterilerin ¢ogu
saglkh insan gaitasinin normal florasi elemani oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle ilgili primerler kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmis saglkli

kontrollerin gaita Orneklerinden, konvansiyonel PZR ve agaroz jel
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elektroforez iglemi yapilarak pozitif gaita 6rnekleri tespit edildi. Her iki bakteri
icin spesifik bant araliginda kuvvetli pozitif tespit edilen bir 6rnek (8 numaral
ornek) secildi. Bu 6rnek agaroz jelden UV is1d1 altinda kesilerek jel
ekstraksiyon kiti ( Thermo Gene Jet Purification Kit, Almanya) ile Uretici firma
talimatlari dogrultusunda jelden DNA ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen
DNA’larin bir kismi sekanslama igin ayrildi. Sekanslama iglemi Sanger
sekanslama metodu ile yapilmistir (Sentebiolab, Ankara). Sekans sonucunun
iki bakteriyi de dogrulamasi uzerine bu iki 6rnek gercek zamanh PZR igin
standart olarak kullanildi. DNA miktarinin tayini ve izolasyonun kontroli
amaci ile diger orneklerde oldugu gibi orneklerin Nano drop ND-1000 (
Thermo Scientific, Wilmington, DE) spektrofotometre cihazinda olgtimleri
yapildi. Elde edilen DNA miktari ng/ul olarak belirlendi. DNA miktarlar
Olcllen bakterilerin kopya sayisi yukarida bahsedildigi gibi formal ile

hesaplandi (Tablo 6). Kalan kisim ¢alisma gunune kadar -20°C’de saklandi.

3.4.2.2.1. Konvansiyonel PZR igleminin yapilmasi

Akkermancia  mucinophilia  ve  Faecalibacterium  prausnitzii
bakterilerinin hasta ve saglikli kontrol numunelerinde varligi konvansiyonel
PZR yontemi ile arastirildi. Bakterilere ait hedef gen bdlgesi buyukligu,
gerekli primer cifti ve baglanma isisi Tablo 5de gosterilmistir. Hedef
bolgelerinin ¢ogdaltiimasi igin gerekli reaksiyon karigimi (Thermo Tag DNA

Polymerase ) Tablo 7'da 6zetlenmistir.
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Tablo 7. Konvansiyonel PZR reaksiyonu igin hazirlanan karigim

Akkermancia Faecalibacterium Volim
mucinophilia prausnitzii

dH20 dH20 29,5 uL
10x PZR buffer 10x PZR buffer 5uL
MgCL:2 MgCL2 4 yL
dNTP dNTP 1 uL
AKK-F Primer (10 pmol)  FAE-F Primer 2,5l
AKK-R Primer (10 pmol) FAE-R Primer 2,5 L
Taqg polimerase Tag polimerase 0,5 uL
Toplam Toplam 45 L

Master mixden 45 uL ve érneklerimizden 5 uL alinarak reaksiyon karigimi
hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon karisimi  thermal cycler cihazina

(SensoQuest Labcycler, Almanya) yuklendi.

Akkermancia mucinophilia gen bolgesi amplifikasyonu igin asagidaki
program ayarlandi.

e 95°C — 2 dk (6n denatlirasyon) s 1 DONQI

e 95°C — 30 sn (hedef DNA denaturasyonu)

e 60°C — 30 sn (primer baglanmasi) 40 dongil

e 72°C — 1 dk (primer uzamasi)
e 72°C — 10 dK (SON UZama ==y 1 DONQU

Faecalibacterium prausnitzii gen bolgesi amplifikasyonu igin asagidaki
program ayarlandi.

e 95°C — 2 dk (6n denatlirasyon) s 1 DONQL

e 95°C — 30 sn (hedef DNA denaturasyonu)

e 58°C — 30 sn (primer baglanmasi) 40 doéngi

e 72°C — 1 dk (primer uzamasi)
e 72°C — 10 dKk (SON UZama =y 1 DONQU
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Amplifiye edilmis PZR Urunlerinin gézlenmesi amaciyla jel elektroforezi

yapildi. Bu uygulamalar agagidaki siraya gore yapilmistir:

1) 1,5 gr agaroz (Sigma, ABD) erlen kap icerisinde 150 ml 1X TBE tampon ile
¢ozuldu. Mikrodalga firinda isitilarak agaroz tamamen eritildi. Jel 1sisi
dusunce katilagsmadan once igerisine 10 pL etidyum bromid eklendi.

2) Uygun tarak takilmis jel kalibina agaroz jel yavasca dokuldi ve oda
Isisinda katilagsmaya birakildi. Katilagsan jel, elektroforez tankina aktarildi ve
tarak cikarildi.

3) Agaroz jel kuyucuklarina 10 uL yukleme boyasi (6X Loading Dye, SNP) ile
50 pyL PZR Urunu karistirilarak jelde bulunan kuyulara dagitildi.

4) Jele yuklenen orneklerin basina 5 uL olacak sekilde merdiven (Thermo
Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder) ve sonuna negatif kontrol
yuklendi.

5) 120 V, 400 mA guctinde 30 dk slresince agaroz jelde yuratalda.

6) Yurutme islemi sonrasinda degerlendirmek i¢cin UV cihazi (Bio-Rad, ABD)

ile yapilarak goruntuler kaydedildi.

3.4.2.2.2. Agaroz jelden DNA izolasyonu

Agaroz jel elektroferezi sonucu 8 numarali saglikli goénulliye ait
goruntilemede her iki bakteriye ait ylksek pozitiflik tespit edildi. Agaroz jel
goruntileme kabini igine konuldu ve UV isik agildi. Bisturi yardimi ile agaroz
jelde 8 numarali hastaya ait gortntilenen kisim kesilerek steril ependorf tlipe
(1,5 mL) aktarildi. Kesilen jel hassas terazi ile tartilarak agirhdi belirlendi.
Ekstraksiyon igslemi icin 6zel kit ( Thermo Gene Jet Purification Kit, Almanya)
kullanildi ve Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda iglem yapildi. Belirlenen
agirhgin G¢ kati kadar ependorf tlp icerisine Binding Buffer eklendi. Termal
blokta 60°C’de 10 dk jelin erimesi icin beklendi. Jel tamamen eridikten sonra
jel agirhiginin Gg kati kadar izopropil alkol eklendi. Pipetaj yapildiktan sonra
tum karisim spin kolona aktarildi. Spin kolonlar 14000 rpm’de 1 dk boyunca

santriflj edildi. Santrifij sonrasi spin kolon alti sivi dokulerek tekrar
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yerlestirildi. 500 yL Wash Buffer eklenerek tekrar ayni hizda santrifuj edildi.
Santriflj sonrasi spin kolon toplama kabi atildi ve spin kolon 1,5 mL’lik steril
ependorf tipe yerlestirildi. 50 yL Elution Buffer eklenerek ayni hizda santrif(j
edildi. Santrifij sonrasi spin kolon atildi. Ependorf tlp iginde bulunan DNA
ekstrakti ikiye bolundu. Bir kismi ¢alisma gunune kadar saklanmak Uzere

-20°C’ye kaldirldi. Diger bir kisim ise sekanslamaya gonderildi.
3.4.3. Gergek zamanh PZR igleminin yapiimasi

Kantitasyon i¢in amplifikasyon reaksiyonu CFX96™ Real-Time
System cihazinda (BIO-RAD, ABD) SsoAdvanced Universal IT SYBR Green
SMx (BIO-RAD, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Her bir 6rnek igin toplam

hacmi 20 uL olan amplifikasyon karisimi hazirlandi:

Tablo 8. Gergek zamanl PZR igin amplifikasyon karigimi

Reaksiyon igerigi Voliim
gPZR Mastermix 10 L

Primer-F (10 pmol) 1,0 uL
Primer-R (10 pmol) 1,0 uL
ddH20 5,5 L
Ornek 2,5 uL
Toplam 20 uL

Uretici firma talimatlari dogrultusunda liyofilize halde bulunan
primerlerin (Oligomer) sulandirma islemi yapildi. Bu stok primerden 10 pl
alinarak 90 pl distile su ile toplam hacim 100 pl olacak bigimde tekrar
sulandinima yapildi. Bdylece c¢alismamizda kullanilacak primerlerin
konsantrasyonu 10 pmol/pl olarak belirlendi. Calisma guntne kadar -20°C’de
tutularak saklandi.

Her bakteri standardi icgin ilk standarttan steril su ile 1/10, 1/100,
1/1000, 1/10000, 1/100000 dilisyonlar hazirlanarak CFX96™ Real-Time
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PCR System cihazinda (BIO-RAD, ABD) her bakteriye 6zgul primer dizileri
kullanilarak c¢alisildi. Her bakteri igin en az 2 farkh standart kullanilarak
standart egriler olusturuldu. Klinik orneklerdeki bakterilerin kopya sayisi

olusturulmus olan bu standart egriler kullanilarak belirlendi.

Gergek zamanli PZR isleminde uygulanan 1s1 donguleri asagidaki gibi
uygulandi:
e 98°C —3dk
e 98°C — 15sn
e 60°C — 60 sn

40 dongu

Her bir etken icin SYBR Green kanalinda floresans okuma yapildi.

PZR iglemi sonrasinda Uretici firma talimatlari dogrultusunda Melting
Curve (Erime Egrisi) analizi yapildi ve yorumlandi. Boylece PZR ile edilen
floresan 1simalarin hedef boélgenin amplifikasyonuyla mi gergeklestigi, yoksa

0zgul olmayan bir Grin mu oldugunun ayrimi yapildi.

3.5. Istatiksel Analiz

Bakteriyel veriler Mikrosoft Excel'e girilerek log bakteriyel miktari
hesaplandi. Verilerin degerlendiriimesi SPSS 22.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Ortalama ve ylzde degerler hesaplanarak gerekli
kiyaslamalar yapildi. Cinsiyet ve hastalik aktivitesine ait veriler igin ki kare
testi yapilmistir. CH ve UK gruplari igin yas, ESH, I6kosit, hemoglobin ve
trombosit ortalamalarinin  karsilastirimasinda badimsiz gruplar t-testi
kullanilmistir. CRP degiskenine ait veriler normal dagilima uymadigi igin
ortalamalarinin kargilastirimasinda Mann-Whitney U testi testi kullaniimistir.
E. coli bakterisine ait veriler gruplar arasi ortalama karsilagtirma testi olarak
bagimsiz gruplar t testi kullaniimigtir. Diger bakterilere ait veriler igin
anlamlilik testi olarak Mann-Whitney U testi yapilimigtir. Anlamlihk duzeyi
p<0,05 olarak alinmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular ve Laboratuvar Verileri

Bu tez calismasina 10'u CH (%45,5) ve 12'si UK(%54,5) olmak Uzere
toplam 22 IBH'li hasta dahil edilmistir. Bu 22 hastanin 13 (%59,1)’'(i kadin 9
(%40,9)'u erkek hastadan olusmaktadir. Calismaya katilan saglikli kontrol
grubu, 10 (%45,5)u erkek 12 (%54,5)'si kadin olmak Uzere toplam 22
bireyden olugsmaktadir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda cinsiyet agisindan
istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamistir (p=0,761). Calismaya
katilan hastalarin yas ortalamasi 34,04; saglikli kontrollerin yas ortalamasi
30,72 olarak hesaplanmigtir (Tablo 9). Hasta ve kontrol grubunda yas

ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktur (p=0,311).

Tablo 9. Hasta ve kontrollere ait demografik bilgiler

Parametre IBH hasta grubu  Saghkl p degeri
kontrol
grubu
Cinsiyet
Kadin n (%) 13 (59,1) 12 (54,5) 0,761
Erkek n (%) 9 (40,9) 10 (45,5) 0,761
Yas (yil) 34,04 30,72 0,311

Calismaya katilan UK ve CH ait demografik veriler, aktivite durumu ve
laboratuvar bulgulari Tablo 10°’da verilmigtir. Kadin hastalardan 5 (%38,5)’i
CH, 8 (%61,5)i UK hastaligina sahipti. Erkek hastalardan 5 (%55,6)'i CH, 4
(%44,4)u UK hastaligina sahipti. Hasta gruplari arasinda cinsiyet agisindan
istatistiksel olarak anlamli farkliik yoktur (p=0,666). CH hastalarinin
7(%70)’si klinik olarak aktif durumda iken 3 (%30)'U remisyon durumundaydi.
UK hastalarinin 7 (%58,3)'si klinik olarak aktif durumda iken 5 (%41,6)’i
remisyon durumundaydi. CH ve UK hasta gruplarinda aktivite agisindan

istatistiksel olarak anlaml farklilik yoktur (p=0,675). CH hastalarinin yas
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ortalamasi 37,1 iken; UK hastalarinin yas ortalamasi 31,5'dir. CH ve UK
hasta gruplarinda yas ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0,34). CH hastalarinin ESH ortalamasi 41,3 iken; UK hastalarinin
35,9 olarak hesaplanmistir. CH ve UK hasta gruplarinda sedim ortalamalari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,577). CH hastalarinin
CRP ortalamasi 16 iken; UK hastalarinin 7,75 olarak hesaplanmistir. CH ve
UK hasta gruplarinda CRP’leri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhidir
(p=0,003). CH ve UK hasta gruplarina kan sayimlarindan tespit edilen
hemoglobin, I6kosit ve trombosit deger ortalamalari Tablo 10’da verilmistir.
CH ve UK hasta gruplarinda hemoglobin ve Idkosit ortalamalari arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli degdilken (p=0,443, p=0,36). Anlaml (p=0,024)

olarak bulunmustur.

Tablo 10. Hasta grubunun demografik ve ortalama laboratuvar bulgulari

Parametre CH Hastalan UK Hastalari p degeri
Kadin (%) 38,5 61,5 0,666
Yas (ortalamayil) 37,1 31,5 0,340
Aktif Hastalik (%) 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/puL) 406,7 261,2 0,024
Lokosit (bin/uL) 9,1 7,9 0,360

4.2. Konvansiyonel PZR sonuglari

Faecalibacterium prausnitzii ve Akkermancia mucinophilia bakterileri
icin konvansiyonel PZR islemi yapildi ve agaroz jel elektroforezi ile
goruntileme gercgeklestirildi. Jel elektroforez goértintilemesi sonucu her iki
bakteride beklenilen baz cifti araliginda pozitiflik gézlemlendi. Akkermancia
mucinophilia igin jel elektroforez goéruntuleri Sekil 8’deki gibi tespit edildi.

90



Sekil 8. Akkermancia mucinophilia igin jel elektroforez géruntusu

Faecalibacterium prausnitzii igin jel elektroforez gérintuleri Sekil 9’daki

gibi tespit edildi.

8 10 12 14 16 18
5 7 9 11 13 15 17 19

Sekil 9. Faecalibacterium prausnitzii igin jel elektroforez gorintusu

4.3. Faecalibacterium prausnitzii ve Akkermancia mucinophilia

Bakterilerine Ait Sekans Sonuglari

Sanger sekanslama islemi uygulanan 8 numarah pozitif 6rnek
izolatinin dizisi deg@erlendirildiginde her iki bakteri bolgesi i¢in de uyumlu
oldugu goérulmastir. Sekans sonuglarinin uyumlulugu Sekil 10 ve Sekil 11°de

gOrulmektedir.
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1
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Sekil 10. Akkermancia mucinophilia bakterisine ait sekans sonuglari

& Download v Gengank Graphics soreby: | Evalue v |

Faecalibacterium prausnitzii isolate MGYG-HGUT-02545 genome assembly, chromosome: 1
Sequence 10: LR699017.1 Length: 2833887 Number of Matches: 6

= 1 more title(s; v
Ranga 1: 580281 to 580434 Genfiank  Graphics ¥ Naad bMach
Score Expect 1dentitas Gaps Strana
272 bits{147) Je-69 152/154(999%) 2/154(1%) Plus/Minus
Query 16 CAA-GCGA -GATCGGTAGCCGGACTGAGAGGTTCGARCGGLCACATTGGGACTGAGACACG 73

PEERLLE TLEERRE R EER L e R R LR Ll
Sbjct 588434 CAAGGCGACGATCGGTAGCCGGAL TGAGAGGTTGAACGGLCACATTGGGACTGAGACACG 588375

Query 74 GCCCAGAL TCCTACGGGAGGCAGL A()Y(;(-(-,{'.‘n.’nhﬂ TGCACAATGLGGGAAALCL Yl:AYl} 133

CLEERTEEELLEE e LR L LR R L ERETT] ]
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Sbict 588314 CAGCGACGLCOCGTOGAGGAAGAAGGTCTTCOGA 580281

Sekil 11. Faecalibacterium prausnitzii bakterisine ait sekans sonugclari

4.4, Gergek Zamanli PZR Sonuglari

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan gaita orneklerinden ekstrakte
edilen DNA miktarlari hesaplandi. Bir gram gaitadaki bakteri sayilar (
1kopya/uL DNA=1 bakteri) cihazda ilgili standartlar kullanilarak olusturulan
standart egrilere goére belirlendi ve log hesaplamasi yapildi (Tablo 11).
Bakterilerin ortalama deg@erleri ve standart sapmalari ise Tablo 12’de verildi.
IBH hastalik tiplerine ve aktivite durumuna gére bakteri sayilarinin ortalamasi

ve standart sapmalari Tablo 13’de verildi.
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Tablo 11. Hasta

ve kontrol gruplarina

ait gercek zamanh PZR sonuglari

(logio/gr)
KONTROL
GRUBU HASTA GRUBU
b = © : : = © by = © : : = ©
8 5 £ 5 & & § £ £ 8 % £ §E g g §8 £ £
a © ] = 0 %) c (=] < E © ] = %) %) c (=) <
£ w € o c » @ © g £ w IS i} c » @ © 2
S [ © S = 3 = c S ) © S = z = c
3 = =] = = = m S Z = =] = = = o 5
x £ £ g g o s = S & © g a S
] o w i3] o w IS ] a w 3] o w g
£ g 2 < £ 2 8 <
0 =} g 0 o 8
2 4 2 -
@ @

1k 646 0 0 705 604 504 10,12 264 230 g7g 0 0 486 819 0,77 0 01
2k 561 0 0 579 619 423 662 05 24h 785 o 0 4,02 469 065 5,13 0
3k 646 1,77 517 69 698 451 833 0 25h 414 1,553 0 484 482 002 359 0,21
4k g49 0 448 793 7091 451 82 29 26h 795 0 0 479 618 387 7,61 0
5k g 34 0 447 652 697 44 928 0 27h  5gs5 0 0 0 0 0 0 0
6k 778 0 0 624 701 418 952 217 28h  53g o 0 7,38 552 4718 855 0,62
7k 936 0 0 841 64 501 7,76 003 29" 791 o 0 627 88 397 8,62 0
8k 7,32 0 0 648 5,78 5 824 437 30h 1036 0 487 533 84 225 401 0
9% 711 0 502 584 7,13 427 918 2,5 31h 7.7 0 0 522 538 0 0 3,07
10k 7,96 0 0 7,18 6,84 454 6,57 0o 32h ggs 0 0 7,36 884 423 955 0
11k g3 0 0 7,33 691 404 7,79 158 33h 439 0 0 7,89 815 426 8,36 0
12k 754 0 0 663 829 406 7,57 1,39 34 646 o 0 689 9,18 3,89 8,94 0
13k 923 0 0 773 83 466 8,05 o 350 96 o 0 667 698 554 622 4,13
14k 723 2,14 0 662 655 497 1004 263 36h 978 o 0 68 905 086 377 0,38
15k g3 0 0 7,25 831 486 824 467 37N 8,7 0 51 591 684 265 982 0,13
6k 75 0 0 684 671 547 868 444 381  gg1 0 481 7,24 657 484 885 161
17k g7 0 477 816 7.8 514 744 245 3% gg7 0 7,01 645 727 421 7,84 0
18k 6,14 0 0 695 809 453 8,89 o 40h 5,2 o 0 453 875 091 4,54 0
19 g 27 0 0 587 811 401 7,39 o061 41ih 57 1,39 0 689 7,78 3,04 554 051
20k 72 241 538 611 514 441 951 422 42h 739 0 0 44 6,28 081 445 0
21k 785 0 0 676 73 3,8 851 287 43h 8 0 7,63 7,76 553 89 29
22k 596 0 0 661 7,57 397 88 14 4h 47 0 0 665 589 426 8,78 0

(k: kontrol, h:hasta)
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Tablo 12. Gergek zamanh PZR ile elde edilen bakteri sayilarinin ortalamasi
ve standart sapmasi (logio/gr)

Bakteriler Kontrol (Ortalama* SS) Hasta (Ortalama* SS) degeri
E.coli 7,54+0,99 7,35+1,52 0,652
P.intermedia 0,28+0,74 0,131+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 6,0413,18 0,033
A.mucinophilia 1,88+1,62 0,62+1,19 0,009
SS: Standart sapma
Tablo 13: IBH hastalik 6zelliklerine gére bakteri ortalamasi ve standart
sapmasi (logio/gr)
S " 8
.3 s 7 = 5 e %
wi = S s ¢ = 8 = S
= < =] % Q m e
o LL a:] ] LL <
UK 8,18+1,54 0 0,99+2,10 5,35+0,99 7,41x1,44 222+1,73 541£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
AKTIF 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+227 0,51+1,06
REMISYON 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 0,811,45

(SS: Standart sapma)
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4.4.1. E. coli’ye ait gercek zamanl PZR sonuglar

Eschericha coli ATCC 25922 susu ile hazirlanan standart egriler ile
hasta ve kontrollere ait E. coli kopya sayisi belirlendi. Bakteriye ait elde
edilen verilerden yapilan standart egri (standard curve), erime egrisi (melt
peak) ve amplifikasyon egrisi (amplification) Sekil 12’de gosterilmistir. Kontrol
ve hasta grubundaki E. coli ortalama ve standart sapmalari Tablo 12’de
verilmigtir. Yapilan teste gore; kontrol ve hasta gruplarinda E. coli

ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p:0,652).

4.4.2. P. intermedia’ye ait gergek zamanh PZR sonuglari

P. intermedia susu ile hazirlanan standart egriler ile hasta ve
kontrollere ait P. intermedia kopya sayisi belirlendi. Bakteriye ait elde edilen
verilerden yapilan standart egri (standard curve), erime egrisi (melt peak) ve
amplifikasyon egrisi (amplification) Sekil 13’de gosterilmistir. Kontrol ve hasta
grubundaki P. intermedia ortalama ve standart sapmalari Tablo 12’de
verilmigtir. Yapilan teste gore; kontrol ve hasta gruplarinda P. intermedia

ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p:0,551).

4.4.3. F. nucleatum ait gergek zamanh PZR sonuglari

F. nucleatum susu ile hazirlanan standart edriler ile hasta ve
kontrollere ait F. nucleatum kopya sayisi belirlendi. Bakteriye ait elde edilen
verilerden yapilan standart edri (standard curve), erime egrisi (melt peak) ve
amplifikasyon egrisi (amplification) Sekil 14’de gosterilmistir. Kontrol ve hasta
grubundaki F. nucleatum ortalama ve standart sapmalari Tablo 12'de
verilmistir. Yapilan teste gore; kontrol ve hasta gruplarinda F. nucleatum

ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p:0,598).
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4.4.4. Bifidobacterium spp.’ye ait gercek zamanl PZR sonuglari

Bifidobacterium spp. susu ile hazirlanan standart edriler ile hasta ve
kontrollere ait Bifidobacterium spp. kopya sayisi belirlendi. Bakteriye ait elde
edilen verilerden yapilan standart egri (standard curve), erime egrisi (melt
peak) ve amplifikasyon egrisi (amplification) Sekil 15’de gosterilmigtir. Kontrol
ve hasta grubundaki Bifidobacterium spp. ortalama ve standart sapmalari
Tablo 12'de verilmistir. Yapilan teste goére; kontrol ve hasta gruplarinda
Bifidobacterium spp. ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p:0,046).

4.4.5. Lactobacillus spp.’ye ait gergek zamanl PZR sonuglari

Lactobacillus spp. susu ile hazirlanan standart egriler ile hasta ve
kontrollere ait Lactobacillus spp. kopya sayisi belirlendi. Bakteriye ait elde
edilen verilerden yapilan standart egri (standard curve), erime egrisi (melt
peak) ve amplifikasyon egrisi (amplification) Sekil 16’da gosterilmistir. Kontrol
ve hasta grubundaki Lactobacillus spp. ortalama ve standart sapmalari Tablo
12’de verilmigtir. Yapilan teste gore; kontrol ve hasta gruplarinda
Lactobacillus spp. ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur (p:0,888).

4.4.6 F. prausnitzii ’ye ait gergek zamanl PZR sonuglari

F. prausnitzii susu ile hazirlanan standart egriler ile hasta ve
kontrollere ait F. prausnitzii kopya sayisi belirlendi. Bakteriye ait elde edilen
verilerden yapilan standart egri (standard curve), erime egrisi (melt peak) ve
amplifikasyon egrisi (amplification) Sekil 17'de gosterilmistir. Kontrol ve hasta
grubundaki F. prausnitzii ortalama ve standart sapmalari Tablo 12'de
verilmigtir. Yapilan teste gore; kontrol ve hasta gruplarinda F. prausnitzii

ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0,001).
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4.4.7. B. fragilis’ye ait gergcek zamanl PZR sonuglar

B. fragilis susu ile hazirlanan standart egriler ile hasta ve kontrollere ait
B. fragilis kopya sayisi belirlendi. Bakteriye ait elde edilen verilerden yapilan
standart egri (standard curve), erime egrisi (melt peak) ve amplifikasyon
egrisi (amplification) Sekil 18’de gdsterilmistir. Kontrol ve hasta grubundaki B.
fragilis ortalama ve standart sapmalari Tablo 12’de verilmistir. Yapilan teste
gore; kontrol ve hasta gruplarinda B. fragilis ortalamalari arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamlidir (p:0,033).

4.4.8. A. mucinophilia’ye ait gergcek zamanli PZR sonuglari

A. mucinophilia susu ile hazirlanan standart egriler ile hasta ve
kontrollere ait A. mucinophilia kopya sayisi belirlendi. Bakteriye ait elde
edilen verilerden yapilan standart egri (standard curve), erime egrisi (melt
peak) ve amplifikasyon egrisi (amplification) Sekil 19’da gosterilmigstir. Kontrol
ve hasta grubundaki A. mucinophilia ortalama ve standart sapmalari Tablo
12’de verilmigtir. Yapilan teste gore; kontrol ve hasta gruplarinda A.
mucinophilia ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p:0,009).
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5. TARTISMA

iBH, kiresel bir halk sagligi sorunu olusturan kronik inflamatuvar
hastalik grubudur. Bati Ulkelerinde prevalansi ve oOzellikle de sanayilesmis
ulkelerde insidansi hizla artmaktadir. Etiyoloji ve patogenezi tam olarak
bilinmemekle birlikte genetik ve bagirsak mikrobiyotasi gibi gevresel faktorler
suclanmaktadir. inflamasyonla iligkili olan bagisiklik sistemi ve Iimen icindeki
mikroorganizmalar ince bir epitel tabakasi ile birbirinden ayrilmigtir. Bu durum
g6z 6nlne alindiginda, iIBH etiyopatogenezinde mikrobiyotay digtinmemek
imkansizdir. Ancak yine de, bu disbiyozisin inflamasyonun bir sebebi mi,
yoksa bir sonucu mu oldugu acik degildir. Gastrointestinal sistemde bulunan
mikroorganizmalar hem saglik hem de hastalik durumunda birbirleri ve konak
ile etkilesim halinde bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin hayatta kalmasi,
gelismesi ve oOlumda; diyet, antibiyotik kullanimi ve bagirsak iltihabi gibi
cevresel durumlardan etkilenmektedir. Bu nedenle, bazi mikroorganizmalarin
varligi veya yoklugu, varsa yogunluk miktari hastalik gibi bazi durumlarin
biyobelirtec¢i olabilmektedir. Mikroorganizmalar birgok isleve sahiptir. Biyoaktif
molekuler salgilar, ekzojen veya endojen molekulleri donustururler ve cesitli
reseptorler ile hiicre reseptorleri tarafindan algilanirlar.  Yani IBH

patogenezinde bakteriler kadar metabolitleri de rol oynamaktadir.

Yapilan caligmalar, aktif hastaligi olan IBH hastalarinda saglikli
kontroller ile karsilastirildiginda Faecalibacterium prausnitzii gibi aerobik ve
anaerobik kommensal bakterilerin azaldigini; Klebsiella, Enterobacter,
Proteus ve mantarlar gibi potansiyel olarak patojenik mikroorganizmalarda bir
artis oldugunu gostermektedir. Calismalar ayrica Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerinde dnemli bir azalmanin yani sira, iIBH hastalarinin
badirsaklarinda Bacteroides'te bir artis oldugunu  go&stermektedir.
Lactobacillus ve Bifidobacterium prevalansinin  azalmasi, IBH'nin
etiyolojisinde  6nemli  bir rol oynayabilir. CuUnki bu bakterilerin
immunoregulator etkileri vardir ve bu nedenle bagisiklik sistemi ile

etkilesimde bulunarak bagirsak konakgli savunmalarina katkida bulunurlar
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(315). Aktif hastaligi olan IBH hastalarinin bagirsaklarinda biitirat (reten
bakterilerin prevalansinin azalmasi, butirat seviyelerinin azalmasina yol acgar.
Butirat, epitelyal bariyer butunlagunin bir guglendiricisi, bagirsak
mukozasinda proinflamatuvar sitokin ekspresyonunun bir inhibitérii ve ayrica
masin ile antimikrobiyal peptit Gretiminin bir uyaricisi olarak islev gorur. Bu
nedenle bitiratin azalmasi IBH'yi kétilestiren bir durumdur (315). Wills ve
ark., UK hastalarina kiyasla CH hastalarinda remisyon ve alevlenme
arasindaki bakteriyel topluluk kompozisyonunda daha buyuk degisiklikler
oldugunu bildirmiglerdir (316). Hansen ve ark., yeni tani konulan pediyatrik
CH hastalarinda Faecalibacterium prausnitzi'de bir artis ve bakteri
cesitliliginde bir azalma oldugunu gostermisler ancak, bu degisiklik UK
hastalarinda goézlemlenmemistir (317). Fyderek ve ark., CH’li hastalarin
iltihapli mukozasinda Streptococcus spp. tirlerini, UK hastalarinda ise
Lactobacillus spp. tiurlerini baskin olarak bulmuslardir. Her iki hastalik
grubunda da Bifidobacterium spp. tlrlerini az sayisada goézlemlemiglerdir
(318). Forbes JD ve ark., iltihapl UK mukozasinda Proteobacteria ve
Firmicutes grubu bakterilerin daha sik oldugunu bulmuslardir. iltihap CH
mukozasinda Bacteroidetes ve Fusobacteria grubu bakterilerin seviyelerinde
bir artis gozlemlemislerdir (319). Hintli popullasyon Uzerinde yapilan bir
calismada Kabeerdoss ve ark., CH'li hastalara kiyasla UK hastalarinda
Bacteroides ve Lactobacillus konsantrasyonu daha yogun olarak
bulmuslardir (320). Vrakas ve ark., yaptiklari ¢alismada E. coli oranlarinin
aktif CH ve UK'de sayisal olarak daha yiiksek oldugu, ancak saglikli
kontrollere kiyasla anlamli bir fark olmadigini bulmuslardir. Lactobacillus spp.
ve Bifidobacterium spp. CH ve UK hastalarinda oranlari disiik oranda olup
saglikh kontrollerle karsilastirilabilir dizeydeydi. Buna karsilik, Bacteroides
spp oranlari aktif CH'de, inaktif CH, inaktif UK ve kontrollere gére daha
yuksekti. Aktif ve inaktif IBH hastalarinda F. prausnitzii oranlari kontrol

grubuna gore daha dusuktu (321).

Bu calismada, IBH imminopatogenezinde rolii olabilecek sekiz

bakterinin varligi ile birlikte yogunlugunu, hasta ve saglikh kontrolleri
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kiyaslayarak tespit etmeyi amagladik. Bu amagla Ondokuz Mayis Universitesi
Tip Fakulltesi Hastanesi Gastroenteroloji bolimune basvuran ve galismaya
katilmay! kabul eden 22 hasta ve 22 saglikl kontrollerden gaita ornekleri
alindi. Calismaya dahil olan hastalarin demografik Dbilgileri de

degerlendirmeye alindi.

inflamatuvar bagirsak hastaligi olanlarin tanisi ve takibinde bircok
laboratuvar belirtecleri kullaniimaktadir. Bunlardan en sik kullanilanlari I0kosit
sayisi, CRP ve ESH gibi belirteglerdir. Ancak iBH'de bunlarin duyarlilik ve
dzgullikleri dusuktir (322). Ornegin CRP, saglikh bireylerde oldukga duslk
dizeylerde bulunur (<1 mg/L). Serum dizeyleri inflamasyonun
baslamasindan 6-8 saat sonra yikselmeye baslar (323). Calismada, Tablo
10’da da gérildigu gibi, hem UK hem de CH hastalarinda CRP ortalamalari
yuksek olarak bulunmustur. ESH, yasla birlikte farklilik gostermekle birlikte,
saglikh erigkinlerde normal degerleri <20mm/saat olarak olgtlmektedir (324).
Hastalarimiza ait ESH degerlerinin ortalamasi; UK icin 35,9; CH icin ise de

41,3 olarak olgulmustdr.

IBH'de inflamasyonun baglamasinda bagirsak bakterileri  rol
oynamaktadir. Normal florada bulunan patojen olmayan bagirsak
bakterilerinin muhtemelen inflamasyondan sorumlu olmadiklari
disundlmektedir. Ancak, o6zellikle E.coli gibi kommensal bakterilerin
virulansinin  artmasi ile patojenik immun tepkiler uyarilabilmektedir.
Patojenitenin artmasi ile bagirsak permeabilitesi artmakta, mikrobiyota icerigi
degismekte ve pro-inflamatuvar etkiden sorumlu gen ekspresyonu
dizenlemektedir. Bu durumda inflamatuvar sure¢ baslamakta ve Kkolit
meydana gelmektedir. Bu bulgular iBH'li hastalarda olugan kolitin nedeninin
bagirsak bakterileri ile birlikte bireyin genetik yatkinligininda dnemli oldugunu
distundurmektedir (325). NOD2/CARD15 geni, defensin uretimi gibi dogal
bagisiklik sistemi ile igilidir. Bu gendeki kusurlar konagin mikroorganizmalara
kargsi daha duyarh oldugunu gdstermektedir. Yapilan c¢alismalar

NOD2/CARD15 geninde mutasyon tespit edilen CH hastalarinin invaziv
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bakterilere karsi dogal bagisiklik tepkisini saptamistir. NOD2 gen ifadesi,
invaziv E.coli gibi virilan bakterilerin temizlenmesinde rol oynar. CH’de,
E.coli’'nin gastrointestinal sistemi, konakgi bagirsak epitel hucrelerini ve
makrofajlarini anormal olarak kolonize etmesi; NOD2 ve dogustan gelen
bagdisiklik  surveyans mekanizmasinda bir  disfonksiyonu  sonucu

kaynaklanmig olabilir (326).

E. coli'nin IBH hastaliinin baslamasinin olasi bir nedeni olabilecegi
1970l yillardan bu yana dusuntlmektedir. Ozellikle hastaligin niiksleri
sirasinda izole edilen E. coli suslarinin sayisi ve virtlanslarinin saglkh
kontrollere gore arttigi bulunmustur (315). 1978'de Keighley ve ark., CH
hastalarinda bagirsak bakteri konsantrasyonlarinda ozellikle E. coli
suslarinda dramatik bir artis olduguna dair gozlemlerini bildirmiglerdir (327).
Darfeuille-Michaud ve ark., CH hastalarinin ileal biyopsi 6érneklerinden izole
edilen E. coli prevalansinin arttigini goéstermislerdir (289). Bu bulgular, E.
coli'nin CH'deki inflamatuvar sureglerin baglamasina katilabilecegini
dusundurmektedir. Martin ve ark., CH’si olan hastalardan elde edilen kolonik
biyopsi orneklerinde mukoza ile iligkili Gram negatif bakterilerin arttigini
goOstermiglerdir. Bu bakterilerden de %73'G E. coli olarak tanimlanmistir
(328).

CH'nin histolojik 6zelliklerinden biri, bagirsagin epiteloid granulomat6z
inflamasyonunun varligidir. invaziv E. coli, lenfositlerin toplanmasiyla birlikte
¢ok cekirdekli dev hucreler olusturarak ayni histolojik 06zellige sahip
inflamasyona neden olur. CH hasta biyopsisi veya rezeksiyon orneklerinin
%57'sinde E. coli antijenleri tespit edilirken; Ulserlerin altinda ve
granudlomlarda bulunan lamina propria igindeki makrofajlarda, mezenterik lenf
digumlerinin germinal merkezlerinde ve dev hicrelerde E. coli'ye karsi
poliklonal antikorlar tespit edilmistir (329, 330). Schussler ve ark. 1976'da,
CH hastalarinda E. coli'nin lipit A ve O antijenlerine kargi antikor titrelerinin,
saglikli kontroller ve UK gruplarindakilerle kiyaslandiginda anlamh bir

yiukselme gosterdigini ve bu nedenle, CH ve UK'yi ayirmada biyobelirteg
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olarak kullanilabilece@ini soylenmiglerdir (331). Bizim c¢alismamizda da
Schussler ve ark.’nin bulgularinin aksine, E.coli miktari CH hastalarinda UK

hastalarindan daha yuksek olarak tespit edildi.

Burke ve Axon, UK hastalarinin diskisindan izole edilmis E. coli
suslarinin, hem enterotoksijenik hem de enteropatojenik Ozelliklere sahip
oldugunu gostermislerdir (332). Yapilan baska bir calismada ise, aktif UK
hastalarindan alinan rektal biyopsi veya fekal o6rneklerin bakteriyolojik
analizinde E. coli suslarinin sayisinin arttigi gésterilmistir (333). UK ile iligkili
E. coli susunun, dendritik hiicrelerde hicre 6limunu indukledigi, TNF-a, IL-6
ve IL-23 sitokinlerinin salinimini uyardigi bildirilmistir (328). Darfeuille-
Michaud ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada belirtildigi gibi E.coli grubunda
pro-inflamatuvar 6zellige de sahip olan, entero invaziv E. coli (EIEC) 'dir.
Saglikli bireylerde EIEC kolonizasyonunun orani %6 bulunurken, CH olan

bireylerde bu oran %38 olarak bulunmustur (289).

Bizim  g¢alismamizda ise, hasta ve kontrol gruplarinin
karsilastiriimasinda E. coli bakteri yogunlugu mevcut literatlir bulgulari aksine
istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir (p=0,652). Bu bulgu, E. Colinin iBH
patogenezindeki rolinl sorgulamamiza neden olmustur. Calismamizda E.
coli bakterisinin EIEC o6zelligine bakiimamistir. Bu durum E. coli ile ilgili
bulgularimizin mevcut literatir bulgular ile farklihdini agiklamaktadir. Bu
nedenle E. colinin iBHde inflamasyona olan katkisini anlamak icin, EIEC

subtiplerinin de saptanmasinin gerekli oldugu dusunulmustuar.

Bacteroides, kolonda en bol bulunan mikroorganizma gruplarindan
biridir. 16SrRNA sekanslamasi kullanilarak yapilan son taksonomik
calismalar, Bacteroides filumunu yeniden tanimlamigtir. Bacteroides’ler 12
turden olusur, ancak bu turlerin bazilarinin taksonomik pozisyonu hala
degismektedir. Bacteroides fragilis, tum Bacteroides turlerinin yaklagik
%0,3’'unu icermesine ragmen, diger Bacteroides turlerine gore hastaliga

neden olma olasihidr daha yuksektir. B. fragilis, alt gastrointestinal sistemin,
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bazi anaerobik bakterilerden daha aerotoleran olan kommensal anaerobik
bakterisidir. Bu hareketsiz Gram negatif gomaklar, anaerobik sartlarda 48
saatlik inkubasyondan sonra yaklagik 1 ila 3 ym ¢apinda duz gri kolonileri
olustururlar. En énemli bir virGlans faktort, antifagositik 6zellige sahip abse
olusumuna neden olabilen polisakkarit kapsulleridir. Lipopolisakkaritleri, zayif
endotoksin aktivitesine sahiptir. B. fragilis, glikoz, laktoz, sukroz, maltoz ve
ksilozu fermente eder. Ayni zamanda eskulin'i de hidrolize eder. B. fragilis,
kolajenaz, hiyallironidaz, DNA’az, heparinazi ve néraminidaz gibi bir dizi

hdcre digi enzimleri de Uretmektedir (334).

B. fragilis, enterotoksijenik olmayan B. fragilis (NTBF) ve
enterotoksijenik olan B. fragilis (ETBF) olarak adlandirilan iki farkli alt tipe
ayrilmistir. Yapilan son c¢alismalarda, ETBF, hayvanlarda, ¢ocuklarda ve
erigskinlerde diyare hastaliina neden olmasi nedeniyle patojen olarak
tanimlanmistir. Diger taraftan NTBF suslari, kolonik iltihaplanmayi bastirma
potansiyelleri nedeniyle probiyotik olarak da oneriimektedirler (335). B.
fragilis tarafindan Uretilen ve immuinomodulatdr etkili bir molekil olan
polisakarit A, bagirsak dokusunda TLR-2 araciligi ile anti-inflamatuvar immun
tepkiye neden olur. B. fragilis'in, anti-inflamatuvar bir sitokin olan IL-10
uretimini indukleyerek Treg hucrelerini indukledigi ve kolit gelisimine karsi
koruyucu rol oynadigi gosterilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglari B. fragilis'in
anti-inflamatuvar  etkisinin,  kolitten ~ korunmada  6nemli  oldugunu
g6stermektedir (336). IBH'nin aktif hastalik veya nikslerle birlikte oldugu
durumda ETBF varliginin artmig  oldugu gorulmektedir. ETBF
kolonizasyonunun, epitel bariyer fonksiyonu bozulmus bazi IBH hastalarinda
bu fonksiyonu daha da bozarak hastaigin niksune sebep oldugu
gorilmustir (334). Prindiville ve ark., iBH hastalarinin mikrobiyota profillerini
kontrol grubu ile karsilastirmis ve ETBF’nin, IBH’li hastalarda anlamli olarak
daha sik oldugunu bildirilmislerdir (337). Deng ve ark., B. fragilis’in immun
dengenin saglanmasinda, mental hastaliklarda ve inflamatuvar hastaliklarda
tedavi edici etkisini bildirmislerdir (338).
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Calismamizda, B. fragilis'in hasta ve saglikli kontrollere ait gaita
orneklerindeki yogunluguna bakildiginda, kontrol grubunda hasta grubuna
gbre daha yuksek ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (0,033).
Calismamizda ETBF ve NTBF ayirmi yapiimamistir. Hasta grubunda B.
fragilis yogunlugunun kontrollere gére dusuk bulunmasini nedeni olarak izole
edilen tdrlerin NTBF olabilecegi dustnulmastir. Calismamizda B. fragilis
yogunlugu, ilging olarak aktif ddoneminde bulunan hastalara kiyasla remisyon
déneminde bulunan hastalarda daha yudksek bulunmustur. Bu bulgu
hastalardaki inflamasyonun artmasinin B. fragilis yogunlugunun azalmasi ile

ilgili olabilecegdini dusundurmustur.

Bacteroides cinsi iginde siniflandirilan Prevotella, zorunlu anaerobik
gram negatif cubuk seklinde bir bakteridir. Kan agarda gri, acik kahverengi
veya siyah renkte parlak ve purlzsiz koloniler olusturduklarindan “siyah
pigmentli bakteri” olarak isimlendiriimektedirler. Gelismesi i¢cin hemin ve
menadione ihtiya¢ duyarlar. Amino asiti fermante etme yetenekleri sinirlidir.
Prevotella, agiz boslugu, Ust solunum yolu, Grogenital sistem, gastrointestinal
sistem ve insan digkisi gibi cesitli bolgelerde gozlenen c¢ok yonlu bir
bakteridir. Agiz boslugundan izole edilen birgcok Prevotella taksonu potansiyel
firsatgi patojenlerdir. Prevotella suslari, saglikli insan florasinda yaygin olarak
bulunur ve bazi suslarinin firsatgi endojen enfeksiyonlara yol actigi
bildirilmigtir. Prevotella intermdedia, Prevotella dentalis, Prevotella denticola
ve Prevotella meleninogenica'nin ¢ok c¢esitli durumlarda patojenik oldugu ve
konakgl dokulara saldirdigi bilinmektedir. Prevotella intermedia'nin uzun
suredir periodontal hastaliklar, periapikal periodontitis ve akut gangrenoz
hastalik ile iligkili oldugu bilinmektedir. Oral hastaliklara ek olarak, Prevotella
intermedia'nin solunum yolunda kistik fibroz ve kronik bronsit ile iligkili oldugu
bildirilmigtir (307). Son yapilan c¢alismalar Prevotella yogunlugu ve spesifik
suslarinin Th17 immin yanit ile iligkili inflamatuvar hastaliklarla iligkili
olabilecegini gostermistir (339). Proteaz veya peptidaz, Prevotella
intermedia'nin baslica virllans faktorlerinden biridir. Bu faktorlerin konak

dokusunun bozulmasindaki rollerinin yani sira inflamatuvar hastaliklar da
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dahil olmak Uzere gesitli patolojilerde yer alan sinyal yolunun da 6nemli bir
parcasidir (307). Bir arastirmada, Nucleotide-binding and oligomerization
domain-Like Receptor P6 (NLRPG6) iltihabinin bagirsak homeostazinda ve
farelerde deneysel koliti tetikleyen Prevotella agisindan zengin disbiyozdan
korunmasinda rol oynadigi gosterilmigtir. NLRP6 eksikliginin bagirsak
yuzeyinde goblet hicresi iglev bozukluguna ve azalmig mukus sekresyonuna
neden oldugu bulunmustur (340). NLRP6 defekti bulunan farelere Prevotella
acisindan zengin disbiyozisli gaita verildiginde kolitin tetiklendigi goralmustur.
iBHde Prevotella'nin rolii, farelerde deneysel kolit varligi ile gdsterilse de,
insanlarda su anda Prevotella yodunluk artigi ile hastalik arasindaki iligki
kesin olarak godsterilmemistir. Aksine Lewis ve ark.’nin yaptigi bir ¢alisma,
pediatrik CH hastalarinda Prevotella'nin azaldigini géstermistir (341). Ayrica,
Gevers ve ark.’nin yapmis oldugu kapsamli bir calisma da, Prevotella ile
tedaviye henuz baslanilmamis olan yeni tanili CH hastalari arasinda bir iligki

bulunamamistir (342).

Calismamizda hasta ve kontrol grubu arasinda P. intermedia
agisindan anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,551). Ayrica ¢alismamizda Ug¢
kontrol ve iki hasta olmak Uzere toplamda beg hastada P. intermedia pozitif
bulunmustur (Tablo 11). Bu durumda, bu bakterinin hastalik ile iligkisi vardir
veya yoktur demek mumkdn degildir. Ancak pozitif bulunan iki hastanin
hastaliginin aktif doneminde olmasi dikkat cekicidir. Her ne kadar P.
intermedia pozitif hasta sayisinin az olmasi, yorum yapmamizi kisitlayan
faktor olsa da sadece aktif hastalarda gérlilmis olmasi P. intermedia’nin

hastalik patogenezinde rol oynayabilece@i konusunda ipucu vermektedir.

iBH'ye karsi koruyucu rol oynayabilecek spesifik bagirsak bakteri
gruplari da vardir. Lactobacillus, Bifidobacterium ve Faecalibacterium
cinslerinin de iginde bulundugu bu bakterilerin, anti-inflamatuvar sitokin
uyariimasi ve inflamatuvar sitokinlerin baskilanmasi gibi ¢esitli mekanizmalar

yoluyla konadi mukozal inflamasyondan korudugu gosterilmistir.
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Fecalibacterium prausnitzii'nin anti-inflamatuvar 6zelliklere sahip oldugu

g6sterilmistir. Ancak, IBH'de yeterince bulunmadigi gérilmustir (343).

F. prausnitzii, Firmicutes filumuna aittir ve Clostridium leptum
grubunun ana bakterisidir. Son c¢alismalar F. prausnitzii'nin insan bagirsak
mikrobiyotasindaki en bol anaerobik bakteriden biri oldugunu ve digkidaki
toplam bakterilerin yaklagik %5'ini olusturdugunu goéstermistir. F. prausnitzii,
kolonositlere enerji saglanmasinda ve bagirsak sagliginin korunmasinda
dnemli bir rol oynamaktadir. in-vitro ve in-vivo c¢alismalar F. prausnitzii'nin
gucla bir anti-inflamatuvar etkisinin oldugunu ve eksikliginin inflamasyonu
tetikleyebildigini gdstermistir. Ozellikle, UK hastalarinda hastalik aktivitesi ile
F. prausnitzii sayisi arasinda anlamhl bir ters korelasyonun oldugu
g6sterilmistir. IBH hastalarinin diski érneklerinde F. prausnitzii seviyesi diisiik
bulunmus Ozellikle hastaligin aktivite oldugu dénemde bu duzeyin ¢ok daha
dusuk oldugu gorulmustar (344). Willing ve ark., CH’li hasta érneklerinin ileal
biyopsilerinde E. coli’nin sayica arttigini, F. prausnitzii'nin ise énemli dlglde
azaldigini bildirmistir (345). Sokol ve ark., ise mukozasinda duiguk miktarda
F. prausnitzii olan CH hastalarinin ameliyat sonrasi niksetme olasiliginin
daha vyuksek oldugunu gostermistir (346). Wang ve ark., aktif CH
hastalarindan aldi§i biyopsi ve gaita 6rneklerini karsilastirmiglar ve diski
orneklerine goére biyopsi orneklerinde F. Prausnitzii'yi daha az sayida
bulmuslardir (347). F. prausnitziinin iBH'ye karsi koruyucu etkisinin
etiyopatogenezi ile ilgili teoriler 6ne surtlmustir. Duncan ve ark. F. prausnitzii
suslarinin glikoz fermantasyonu sonucu nihai trlnlerinin dnemli miktarlarinin
batirat oldugunu gostermistir (348). Butirat, bagirsak fizyolojisinde, patojen
istilasina kargi korunmada ve bagisiklik sisteminin modulasyonunda énemli
bir rol oynar. Ayrica batirat, bagirsak epitel batinligunin korunmasi igin
birincil enerji kaynagidir. Bu nedenle, butirat, anti-inflamatuvar etkiye katkida
bulunmaktadir. Ek olarak butirat, histon deasetilaz aktivitesinin inhibisyonu
yoluyla inflamatuvar yaniti inhibe ederek NF-kB aktivitesinin baskilanmasina
ve histonlarin hiperasetilasyonuna neden olabilir (344). Himmel ve ark., F.

prausnitzii'nin inflamasyonun ilerlemesini kisitlamak igin disuk miktarlarda IL-
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12 ve buyuk miktarlarda IL-10 dretimini sagladigi i¢in Treg hucrelerini
indUkleyebildigini bulmuslardir (349). Sokol ve ark. ise, F. prausnitzii’nin, IL-
12 ve IFN-y Uretimini artirdigini bulmuslardir (350). Lopez ve ark.’nin yaptigi
calismada E. coli sayisinda bir azalma olmadan F. prausnitzii sayisindaki
artmanin uzun bir remisyon suresi ile iligkili oldugunu gozlemlemiglerdir.
Ayrica bu calismada E. coli/F. prausnitzii oraninin prognostik deger olarak

gOsterilebilecedi ileri strdlmustar (351).

Calismamizda, hasta ve kontrol gruplar karsilastiriidiinda F.
prausnitzii ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir
(p<0,001). Kontrol grubunda F. prausnitzii sayisi hastalara gore yuksek
bulunmustur. Sonuglarimiz literatirdeki diger ¢alismalar ile uyumludur. Aktif
hastalarla remisyon donemindeki hastalar kiyaslandiginda F. prausnitziinin
sayisinin remisyon donemde olanlarda yuksek saptanmistir. Bu bulgu F.
prausnitzi’nin  remisyondaki hastalarda inflamasyonu engelleyebildigi

seklinde yorumlanmigtir.

Gastrointestinal sistemde Firmicutes filumunda bulunan hakim tdrler
Lactobacillus, Streptococcus, Veillonella, Staphylococcus ve Bacillus'tur
(352). Lactobacillus, gastrointestinal sistem bakterilerinin %1’inden daha
azini olusturan, Gram-pozitif, katalaz-negatif, sporsuz, 25'ten fazla tur iceren
basillerdir. Bu bakteriler insanlarin %70’'inden fazlasinda bagirsak florasinda
ve Ozellikle bati tarzda diyetle beslenen insanlarda tespit edilmistir.
Yenidogan gaitasinda Lactobacillus miktarinin digski graminda 10°cfu/g
oldugu gorultrken, 1 aylik ve daha buyuk bebeklerde sayim digki graminda
106-108cfu/g arasinda deg@ismistir (353). Beslenmenin baslamasi ile bebegin
badirsak florasi degismektedir. Anne sutu de bagirsak florasini degistiren
onemli faktorlerden biridir. Anne sutu, prebiyotik etkisi ile Bifidobacterium
spp. ve Lactobacillus spp. bakterilerinin blyumesini uyarir ve bagirsagin
mikrobiyal kompozisyonunun segici olarak degistiriimesinde rol alir (354).
Saglikh bir insanda Lactobacillus spp.’nin bagirsak mikrobiyotasinda digki

graminda vyaklasik 108-107cfu/g bulundugu gosterilmistir. 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 tirleri mikrobiyotada
bulunan énemli tiirler olarak bildirilmistir (355). insan bagirsak mikrobiyotasi,
Lactobacillus probiyotik suglarinin siklikla izole edildigi bir kaynaktir. insan
bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen alti probiyotik Lactobacillus susu (L.
rhamnosus, L. casei, L. casei, L. johnsonii, L. acidophilus ve L. reuteri),
baglica gastrik ve enterik patojenlere karsi potansiyel antimikrobiyal etkileri
bakimindan kullaniimaktadir (356).

Bakterilerde, ‘quorum sensing (QS)’ olarak adlandirilan hucreler arasi
bir iletisim adi bulunmaktadir. Patojen bakterilerde QS molekdlleri, virilans
faktorlerini kodlayan hedef genlerin ekspresyonunu dogrudan veya dolayl
olarak kontrol eden reseptorlere baglanir. Bir QS mekanizmasi, laktik asit
bakterileri tarafindan bakteriyosinlerin tiretimini de diizenler. ilging bir sekilde,
bakteriyosin  Uretimini  kontrol eden Lactobacilus-QS molekullerinin
enfeksiyona tepki olarak aktive oldugu bulunmustur. Ayrica, bu bilesiklerin
bakteriyel patojenlerin virilansinin in vitro ve in vivo kontrolinde de rol aldigi
bildirilmigtir. Bunun yani sira deneysel ve klinik veriler, Lactobacillus
tarafindan Uretilen molekullerin, gastrointestinal enfeksiyonlari tedavi etmek
icin antibiyotiklere alternatif olarak anti-infeksiydz molekil kaynagi
olabilecegini gostermektedir (352). Onceki baska bir calismada,
Lactobacillus'un laktocepin salgilayabildigini ve pro-inflamatuvar kemokinleri
secici olarak bozarak anti-inflamatuvar etki olusturabilecegi gosterilmigtir
(357). Mileti ve ark., Lactobacillus paracasei'nin kolit gelisiminde gecikme ve
hastaligin siddetinde azalma oldugunu, ancak L. plantarum ve L.

rhamnosus’un kolit gelisimini siddetlendirdigini bulmustur (358).

Crohn hastaligi olan hastalarin bagirsaklarinda Lactobacillus spp. ve
Bifidobacterium spp. bakterilerinin azaldigi gbézlenmigtir. Lactobacillus
trlerinin probiyotik olarak kullanildi§i iBH'li hastalarda, bagirsak iltihabini
iyilestirici etkileri oldugu goérulmustir. CH olan cocuklara Lactobacillus

rhamnosus 4 hafta slreyle verilmis ve tedaviye baslandiktan sonra hastalik
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indeksinde 6nemli bir azalma ile sonuclanmistir. Dort Lactobacillus tlrini
iceren probiyotik formilasyonlar, IBH ile iligkili proktitin énlenmesinde ve
tedavi edilmesinde etkili bulunmustur (359). Lactobacillus casei'nin, CH'de,
pro-inflamatuvar mediatorleri azaltarak E. coli tarafindan indiklenen pro-
inflamatuvar etkileri antagonize ettigi gosterilmistir. Probiyotik midahalenin
bagirsak iltihabi Gzerindeki etkisi; kolonizasyon direncinin iyilegtiriimesi,
bariyer fonksiyonunun iyilestiriimesi, metabolik etkiler, sinyal iletiminin
modulasyonu ve bagisiklik tepkileri dahil olmak Uzere birgok farkl

mekanizmanin sonucu olabilecedi ileri sirtalmustur (360).

Calismamizda Lactobacillus spp. cins dizeyinde incelenmis ve genel
yogunlugu degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol gruplari kargilastirildiginda
kontrol grubunda hasta grubuna oranla daha ylksek bulunmasina ragmen,

bu oran istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (0,888).

Wang ve ark.’nin yaptigi calismada ise, hem aktif CH hem de aktif UK
hastalarinda saglikh kontrollere goére Bifidobacterium ve Lactobacillus
sayisinda bir artis gdzlemlenmistir. Bifidobacterium orani, aktif UK
hastalarinda aktif CH hastalarina gbére daha ylksek bulunmustur.
Remisyondaki IBH hastalarinda ise, Bifidobacterium ve Lactobacillus
bakterileri, aktif iBH hastalarina gére azalmis olarak tespit edilmistir. Ayrica
saglikli kontrollere kiyasla, aktif IBH hastalarinda artmis Bacteroides egilimi
g6zlemlenmis, ancak anlamli bir fark saptanmamistir. Ayrica, Bacteroides
orani, remisyondaki iBH hastalarinda aktif IBH hastalarina goére daha diisiik
bulunmustur. Firmicutes filum temsilci bakterilerinden biri olan F. prausnitzii,
hem aktif UK hastalarinda hem de aktif CH hastalarinda azalmistir.
Remisyondaki IBH hastalarinda F. prausnitzii artmis, ancak aktif iBH
hastalarina kiyasla anlamli bir fark gézlenmemigtir. Gammaproteobacteria'da
en bol bulunan bakteri olan E. coli, hem CH hem de UK hastalarinda artmistir
(361).

117



Bifidobacteria, Actinobacteria filumuna ait Gram-pozitif, anaerobik,
sakkarolitik bakterilerdir; bunlar esas olarak memelilerin, kuslarin ve
bdceklerin gastrointestinal sisteminde gorllir, ayrica anne sutl, fermente
sut, peynir ve kefir gibi bazi gidalarda da bulunmaktadir. Bifidobacteria
genomu 2,0 ila 2,8 Mb arasinda degisen ortalama bir boyuta sahiptir ve
karbonhidrat sindirimi igin gerekli olan genleri icermektedir. Bifidobacterium,
gastrointestinal sistemi kolonize eden ve yasamin ilk 12 ayinda kolonda en
yuksek oranlarina ulasan (6zellikle vajinal yolla dodan ve emzirilen
bebeklerde toplam kolon mikrobiyotasinin %90'ina kadar) ilk bakteriler
arasindadir. Bu bolluk zaman iginde yetiskin bireylerde énemli dlgtide (<% 5)
duser ve yaglilarda daha da azalir. Genel olarak, B. bifidum ve B. longum
bebeklerde baskin turken, B. adolescentis ve B. longum yetiskin bagirsak
mikrobiyotasina hakimdir. Bifidobacteriumlarin temel gorevlerine Ornek
olarak B vitaminleri, antioksidanlar, polifenoller ve konjuge linoleik asitlerin
uretimi; bagisiklik sisteminin olgunlasmasi ve bagisiklik homeostazinin
korunmasi; bagirsak bariyer fonksiyonlarinin korunmasi; bakteriyosin
ureterek, asit uretimi ile luminal pH' azaltarak ve bagirsak mukozasina
yapismayi engelleyerek patojenlere kargi koruma sayilabilir. Bir baska énemli
islevi ise, karbonhidrat fermantasyonu ile diger kolon bakterileri tarafindan

bitirat haline donUsturilecek olan asetat ve laktat Uretimidir (362, 363).

Bifidobacterium ve Lactobacillus (veya bu gruplarin en azindan bazi
Uyeleri) bazi yazarlar tarafindan iBH'ye karsi koruyucu olarak kabul edilmistir.
Seksik ve ark.’nin yaptigi calismada Bifidobacterium dizeyinin CH’de
azaldigi ve bu azalmanin sadece inaktif hastaligi olan hastalarda anlamh
oldugu belirtilmistir (364). Bifidobacterium tirlerinin CH'ye karsi koruyucu rolu
ile ilgili cahsmalar devam ederken, Campieri ve ark. da, doért Bifidobacterium
susunu iceren probiyotikler ile yaptiklari bir calismada, ameliyat sonrasi CH
naks riskinin azaldigini  bildirmigtir (365). Merwe ve ark., hastalarin
digkilarinda Bifidobacterium’'u o6nemli Olgude azalmis olarak bulmustur.
Benzer bir gbzlem, Giaffer ve ark. tarafindan da bildirilmistir (366, 367).

Bifidobacterium, bagirsak mikrobiyotasi dengesini korumada énemli bir rol
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oynadidi igin konakg¢l igcin yararhidir. Ayrica Bifidobacterium, kronik
inflamasyona neden olan patojenik bakterilerin buyumesini engeller. Son
zamanlarda CH igin alternatif tedavi segenegini olarak Biifdobacterium
blyUmesini tesvik eden fruktooligosakkaritler veya laktuloz gibi

sindirilemeyen oligosakkaritlerin oral yoldan verilmesi onerilmektedir (368).

Calismamizda Bifidobacterium spp. cins duzeyinde incelenmigtir.
Hasta ve kontrol gruplari kiyaslandiginda Bifidobacterium spp. hastalara
oranla kontrol grubunda diger literatir bulgularina benzer sekilde yuksek
bulunmustur ve bu verilerin ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamhidir (0,046). Ayni zamanda hasta grubu iginde remisyon déneminde
bulunan hastalarda, aktif donemde olan hastalara kiyasla daha fazla
Bifidobacterium spp. yodunlugu bulunmaktadir. Bu da bize, Bifidobacterium

spp. tard bakterilerin inflamasyondan koruyucu etkisini gdstermektedir.

Fusobacterium nucleatum, oral kavitede bulunan anaerobik, komensal
ve ¢ok gesitli insan hastaliklar ile iligkili periodontal bir patojendir. Bu bakteri
agiz florasi diginda seyrek olarak gorilmektedir. F. nucleatum, bes yaygin alt
tird olan (F. nucleatum animalis, F. nucleatum fusiforme, F. nucleatum
nucleatum, F. nucleatum polymorphum ve F. nucleatum vincentii),
hastaliklarda prevalansi degisiklik gdsteren heterojen bir tirddr. Oral
hastaliklar disinda kolorektal kanser, inflamatuvar bagirsak hastaligr ve
apandisit gibi gastrointestinal hastaliklarla da iligkisi dugtinulmektedir (369).
F. nukleatum agiz florasinda oldukga yaygin bulunmasina ragmen,
bagirsakta genellikle daha diisiik seviyededir. Ancak IBH olanlarda miktari
artar ve diyet gibi faktorlerle module edilebilir. Diger bagirsak bakterileri ve
metabolitleri ile birlikte F. nucleatum, invaziv ve pro-inflamatuvar 6zellikleri
nedeni ile IBH etiyolojisine katkida bulunabilir. Strauss ve ark.’nin yaptigi
calismada IBH ve saglikli kontrollerden alinan biyopsi &rnekleri
karsilastirimistir. Bu calisma sonucunda kontrollere gére IBH hastalarinda
Fusobacterium spp. daha yogun olarak bulunmustur. Tur bazinda ise en gok

F. nucleatum’un goéruldigu bildirilmistir. Ancak klinik olarak aktif hastaligi
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bulunanlarda anlamli bir fark gérulmemistir. Ayrica bu galismada hastalardan
izole edilen F. nucleatum suslarinin virulansinin yuksek oldugu bildirilmistir
(370). Pascal ve ark.’nin CH Uzerinde yaptigi ¢calismada Fusobacterium ve

E.colimin yogunlugunu hastalarda artmig olarak bulmusglardir (371).

Calismamizda, kontrol ve hasta gruplarinda F. nucleatum ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktur (p=0,598). Hastalarda
belirgin bir artis saptanmamistir. F. nucleatum’un pro-inflamtuvar etkisi
nedeni ile IBH patogenezinde rol alabilecegini sdyleyen calismalarin aksine

bizim galismamizda herhangi bir iligki tespit edilememistir.

Akkermansia muciniphila, Verrucomicrobia filumunda bulunan Gram
negatif bir bakteridir. A. muciniphila, gastrointestinal sistemin mukus
tabakasini kolonize eder ve fekal mikrobiyotanin %1-4'Gnu olugturur.
Anaerobik bir bakteri olarak kabul edilir, ancak yeni c¢aligmalara gore,
atmosferik oksijene maruz kaldiginda da canhligini yitirmedigi gosterilmistir.
Boylece aerotoleran bir anaerobik bakteri olarak tanimlanmigtir. Muasin
metabolizmasi ve mukus tabakasinin kalinligi Uzerindeki etkisi nedeniyle, A.
muciniphila'nin bagirsak bariyeri fonksiyonunda &nemli bir roli oldugu
diistinilmektedir. iIBH'de bariyer fonksiyonlarinda bir azalma ile birlikte hem
aktif hastalikta hem de remisyon sirasinda A. muciniphila miktarinin azaldigi
gOrulmustir. Reunanen ve ark., A. muciniphila'nin in vitro olarak kolon
hidcrelerinde Caco2 ve HT-29 Uzerindeki etkilerini incelemisler ve bu
bakterilerin epitelyuma yapisma ve bagirsak bariyerini gulglendirme
kapasitesini vurgulamiglardir. Ayni g¢alismada, A. muciniphila'nin, IL-8
uretimini uyaran zayif bir pro-inflamatuvar aktiviteye neden olabilecegi
gOsterilmigtir. Bu nedenle, bu bakteri epitelde guglu bir inflamatuvar kaskadi
aktive etmedigi, ancak mukozaya bagh bagisiklik sistemini uygun bir
seviyede uyardigi dusunulmektedir. Muasin ve bakteriler arasindaki iligki
mikrobiyotaya bagll olarak degismekte ve bir¢gok ¢alismada musin bozucu
bakterilerin bagirsak hastaliklarinin patogenezinde potansiyel bir rol

oynadiklar bildiriimektedir. Akkermansia muciniphila seviyelerinin, iBH,
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obezite, diyabet ve apandisit gibi gesitli bozukluklarla ters orantili oldugu
gosterilmigtir; ancak immunolojik etki mekanizmalari hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir (372). Presti ve ark. calismalarinda iBH ve irritabl bagirsak
sendromu olan hasta gruplarinin kontrol gruplari ile karsilastirmiglardir. A.
muciniphila yogunlugunu IBH hastalarinda diger iki gruba gore daha az
olarak tespit etmislerdir (373). Kump ve ark., UK hastalarinda fekal
mikrobiyota  transplantasyonu  yapmiglar ve  terapdtik  etkilerini
arastirmiglardir. Ozellikle A. muciniphila ve bazi Ruminococcaceae tirlerinin
etkisine bakmiglar ve ¢ok onemli bir rol oynadiklarini gérmuslerdir. Bu
nedenle, fekal transplantasyonda dondrlerden spesifik segimin gerekliligini ve
ayni zamanda alici mikrobiyotasinda spesifik taksonlarin varligi veya

yoklugunun énemini vurgulamiglardir (374).

Calismamizda yapilan diger c¢alismalara benzer sekilde A.
mucinophilia oranlari hasta grubumuzda kontrollere oranla dusik
bulunmustur. Kontrol ve hasta gruplarinda A. mucinophilia ortalamalari

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir (p:0,009).

Sonug¢ olarak calismamizda elde ettigimiz bulgular, Bifidobacterium
spp., A.mucinophilia, F.prausnitzii bakterileri igin IBH hastalarinda mevcut
literatur bulgulari ile uyumludur. Lactobacillus spp., E.coli, P.intermedia ve
F.nucleatum bakterileri igin ise bulgularimiz literattirden farkh bulunmustur.
Calismamizin literaturde yer alan diger ¢calismalara gore bazi kisithliklari da
bulunmaktadir. Bunlardan birisi hasta sayisinin yeterli dizeyde olmamasidir.
Her ne kadar power analizinde en az 10 hasta ve 10 kontrol ¢ikmis olsa da,
mikrobiyota gibi kigiden kisiye ve diyetle degiskenlik gbsteren bir yapinin
toplum geneline yansitilmasi i¢in daha fazla hasta ve kontrol grubuna yer
verilmesi gerekmektedir. Calismamizdaki bir diger kisitlilik ise, mukoza iliskili
mikrobiyomdan ziyade fekal mikrobiyomun analiz edilmis
olmasidir. Gevers ve ark., diski mikrobiyomunda disbiyozun &l¢iimesinde
gaitadan yapilan c¢aligmalarda duyarlihgin daha az oldugunu

géstermislerdir. (375). Bu nedenle gaita mikrobiyom olcimi ile [IBH
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patofizyolojisinde kritik bir rol oynayabilecek mukoza iligkili mikrobiyomdaki
degisikliklerin  kacirilmasi olasidir. Mikrobiyomdaki mukoza ile iliskili
degisiklikleri anlamak igin, bagirsak biyopsileri ile birlikte gaita érneklerini de
iceren ek calismalara ihtiyag vardir. Calismamizda bir diger kisithlik ise,
calisma metodumuz ile iligkilidir. Gunumuzde disbiyozisi tanimlamak igin
spesifik bakterilere odaklanmak yerine daha ¢ok yeni nesil sekanslama gibi
yontemler tercih edilmektedir. Ancak maliyet olarak etkin olmamalari

nedeniyle bu tar ¢calismalar Ulkemizde ¢ok nadir olarak yapilabilmektedir.
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6.SONUG

Crohn hastaligi ve ulseratif kolit genetik olarak yatkinligi olan kisilerde,
enterik bakterilerdeki disbiyozis ile birlikte asiri bagisiklik tepkilerinden
kaynaklanmaktadir. Mevcut c¢alismalar ve bizim c¢alismamizda da
goruldugu gibi, agresif ve koruyucu bakteri tlrlerinin goreceli olarak

dengesinin bozuldugu gorulmektedir.

Calismamizda IBH hastalarinda saglikli kontrol grubuna gbre,
Bifidobacterium spp., A.mucinophilia, F.prausnitzii gibi literatirce anti-
inflamatuvar etkinligi kanitlanmig olan, mikrobiyota iginde yararli olarak
adlandirilan bakteriler azalmis olarak tespit edilmistir. Lactobacillus
spp.’de bu yararl bakteriler grubunda tanimlanmaktadir. Ancak bizim
calismamizda hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamh bir fark

saptanmamistir.

E.coli, P.intermedia ve F.nucleatum bakterileri ise, IBH hastalarinda
yapilan c¢alismalarda artmig olarak bulunmus ve hastalik ile
iliskilendirilmistir. Bizim ¢alismamizda bu bakterilerin yogunlugunda
hastalar ve saglikli kontroller arasinda anlamli bir fark gézlenmemis ve

iligki kurulamamistir.

B.fragilis yogunlugunun artmasi, yapilan galismalarin bir kisminda IBH
gelisimine neden olarak goOsteriimigken, bazi c¢alismalarda ise
B.fragilisin azalmasi hastalik nedeni olarak degerlendirilimistir. Bizim
calismamizda B.fragilis yogdunlugu saglikli kontrollere kiyasla
hastalarda diisiik olarak saptanmistir. Literatiirde iBH hastalarinda B.
fragilis ile ilgili elde edilen farkli bulgular, patolojik formu olan ETBF ile
patojenik olmayan formu olan NTBF’nin yogunluluk farki ile

iligkilendiriimektedir.
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IBH tedavisinde bagirsak bakterileri arasindaki disibiyozisi dizeltmek
bir tedavi segcenegi olabilir. Bu amagla antibiyotikler kullanilarak segici
olarak doku spektrumu azaltilabilir, agresif bakteri tlrleri ortadan
kaldirilabilir veya limen ve mukozal bakteri konsantrasyonlari global
olarak azaltilabilir. Alternatif olarak, probiyotikler, prebiyotiklerin veya
kombine probiyotikler ve prebiyotikler (sinbiyotikler) tedaviye
eklenebilir. Bu sekilde yararli bakteriler olan Lactobacillus ve
Bifidobacterium gibi tlrlerin baskinhdinin artirlmasi saglanabilir. Bir

diger yeni tedavi metodu ise fekal mikrobiyota transplantasyonudur.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarin bazi yeni c¢alismalarin
planlanmasinda temel olusturacagini disiunmekteyiz. i) Antibiyotik
kullaniminin inflamatuvar badirsak hastaligi gelisimine etkisinin
incelemesi ve antibiyotik kullanimi sonrasi hastalarin sikayetleri ile
birlikte mikrobiyotadaki dedgisikliklerin irdelenmesi; ii) mikrobiyotanin
farkh molekiler ydntemler ile dederlendirimesi ve yontemlerin
karsilastirmasi; iii) bireysel aliskanlklarin ve diyetin mikrobiyotayi ne
Olcude degistirdigi ve hastaligin gelisiminde, Onlenmesinde,
prognozunda ne gibi degisikliklere yol agabilecegine yonelik calismalar

ornek verilebilir.
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