HAMILELIK SURECINDE ANNE
KALIN BAGIRSAK BAKTERILERI
16S rDNA PARMAK iZi

CANAN KARAKOC
YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIiM DALI
2008



T.C.
CUMHURIYET UNiIVERSITESI

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

HAMILELIK SURECINDE ANNE
KALIN BAGIRSAK BAKTERILERI

16S rDNA PARMAK iZi

CANAN KARAKOC
YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOLOJi ANABILIM DALI

2008



FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Bu calisma, jiirimiz tarafindan, Biyoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek

Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan: Prof. Dr. Ali CETIN....................coooiiin.
Uye: Dog. Dr. Naci DEGERLI.................coooiinn,

Uye: Ali Fazil YENIDUNYA.........ocooiiiiiiiin

ONAY

Yukaridaki imzalarin, ad1 gecen O0gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

_____ Y —

FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURU

Prof. Dr. Hasan Hiiseyin BASIBUYUK



Bu tez, Cumbhuriyet Universitesi Senatosunun 05.01.1984 tarihli
toplantisinda kabul edilen ve daha sonra 30.12.1993 tarihinde C. U. Fen Bilimleri
Enstitiisti Midiirliigii’'nce hazirlanan ve yayinlanan “Yiiksek Lisans ve Doktora

Tez Yazim Kilavuzu” adli yonergeye gore hazirlanmustir.



ICINDEKILER
Lo GIRIS.tincsincisncssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 1
1.1 Kalin Bagirsak Mikroflorasi ve Onemi...........c...ccccoeveevvnnne. 2
I.1.1.  KOMPOZISYON ..ccouuviiiiiiiiiiieiiieeeiteeeiee ettt e 2
1.1.2.  Mikrofloranin rolil.........cccccevieriiinieniiiiniieieeeeeeeeeeee 5
1.1.3. ProbiyotiKIer..........ccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 8
1.1.4.  PrebiyotiKIer.....ccocuiieiiieiiieeieeceeeee e 10
1.1.5. Mikrofloranin Geli$imi .........ccceeeeercrieeeeniiieeeeniieeeevieeene 10
1.2. Hamilelik Siirecinde Kalin Bagirsak Mikroflorasinin Fetiis
UzerindeKi ONEMi ...........oovevieeveiceeieeeeeieeeeie s 12

1.3. Kalin Bagirsak Mikrobiyotasinda Bulunan Bazi Onemli

CINSIET e e 14
1.3.1. LactOBACIIIUS ........ccueeeeeaiiaiiiiiieeeeeeeeeee e 14
1.3.2.  BifidobACIEFTUNL...........ccevveeeaerieeeeeiiee e vaeaeen 15
1.3.3. SEFEPIOCOCCUS .....ueeeeneeeeieeeiieeieeeee et 16
1.3.4.  ClOStFIdiUNL.......c.eeoeeiiiiiiiiiiiceecee e 16
1.3.5.  ERNIEFOCOCCUS .......eeeneeeiaieeeeieeeeee et 17
1.3.6.  BACIETOUAES .......cueeeeeeeeieeeeeeeee e 17
1.3.7. LACIOCOCCUS ... 17

1.4. Kalin Bagirsak Mikroflorasinin Karakterizasyonu ............... 18
1.4.1. OrneKIEME .........oovvvereieeeeeieeeeieeeeee e 18
1.4.2. Klasik Yaklasimlar.........ccccccooovviiiieiiiiiieeiieeeceee e 18
1.4.3. Molekiiler Yontemler.........cccccoevveeviiniinneenienieeniceieenee 20

1.4.3.1. 16S ribozomal DNA (rDNA), ITS (Internal Transcribed

Spacer) ve recA Gen Bolgelerinini Dizi Analizi........cccoeeevveeviveecveennnenn. 22

1.4.3.2. Denatiire edici Jel Elektroforezi (DDGE) ve Termal
Gradyent Jel Elektroforezi (TGGE) ......c.coovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeicceeeee, 23

1.4.3.3. 16S rRNA Restriksiyon Parcast Uzunluk Polimorfizmi
(RELP) .ottt sttt 23



i1

1.4.3.4. Auml Alan Jel Elektroforezi (PFGE)............cccccuvnee.... 24
1.4.3.5. RiDOtIPIEME .....ooviiieiiiieeiieeceecee e 24
1.4.3.6. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)............ 24

1.4.3.7. Rivors Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-

PCRY) ettt 25
1.4.3.8. Bakterilerin in situ Goriintiilenmesi ...........ccccceeerveeennnenn. 25
1.4.3.9. Diger PCR Tabanli Yontemler.........cccccccveevveeenveennnenn. 26

2.  MATERYAL VE METOT ......coievisvnsurnrunssnnsanssessanssssssassansnns 27
2.1. Materyaller ....cc.uvveeeiiiieeeeieeeeee e 27
2.1.1. Kimyasallar ve Kullanilan Cozeltiler...........c.cccccceerveenen. 27

P B €)' 115 4 1 SO 28

2.2. 1\, (S5 1] PP UP RPN 28
2.2.1. Genomik DNA OzGtlenmesi ............ccevevevevevevereieeeeerennnnn. 28
2.2.2. Agaroz Jel EleKtroforezi .........ccoceveviieiniienniiiiieeeiceee, 29
2.2.3. 16S rDNA Bolgesinin PCR Reaksiyonu..............ccccue........ 30
2.2.4. Cogaltim Uriinlerinin Ayrilmast ...........cccceveveveererereennenn. 30
2.2.5. PCR Uriinlerinin Saflastirtlmast ...........coccoeueueveveeeeeenennne. 31
2.2.6. Restriksiyon Parcas1 Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)......... 31
2.2.7. Kesim Uriinlerinin Saflagtirtlmast.............ccccceoveveveueuennne. 31
2.2.8. Kesim Uriinlerinin Ayristirtlmast ...........cococooveveevevevevrnnnne. 32
2.2.9. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

118 AYTISUITIMAST....eeiiiiieiiie et 32
2.2.10. Veri ANAliZi......ccocuveeiiieeiiieeiieeeiee e 33

3. BULGULAR ..iiicticnnstisnncesssecssissnsssessssssssssessssssassssssssssssses 35
3.1.  Genomik DNA OZGtIEri .........coovevveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 35
3.2 16S rDNA Bolgesinin PCR Reaksiyonu.........c.cccocceevieeneenee 36
3.3. RELP oo 36
34. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

ile Ayristiritlmasi



NS, s

11

ANALIZ oo 39
TARTISMA Ve SONUC .....covuerreerressessssssssessessessssssessessessasssosses 43
KAYNAKLAR ....coovteetererersessssesssessessssessssssessesssssssssessessassasssosses 48
OZGECMIS ..eeeeeeereenereeresnssessessssessesssssssssssssssssssssessesssssssessssess 53



iv

OZET

Yiiksek Lisans Tezi
Hamilelik Siirecinde Anne Kalin Bagirsak Bakterileri 16S rDNA Parmak Izi

CANAN KARAKOC

Cumbhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Ali Fazil YENIDUNYA

Son zamanlardaki bulgular maternal kalin bagirsak mikroflorasinin, fetal ve
neonatal kalin bagirsak mikroflorasinin olusumunda temel kaynak olabilecegini
gostermistir. Bu bulgular dogrulandigi takdirde, anne kalin bagirsak mikroflorasinin
modiile edilebilecegi ve bunun da bebek sagligi iizerinde dogrudan bir etkisinin
olabilecegi savindan yola cikarak bakteriyoterapi ve probiyotikler konusunda yeni ufuklar
acilabilir. Bu durumda hamilelik siiresince anne kalin bagirsak mikroflorasinin
tanimlanmasi bu alanda yapilacak arastirmalarin ilk basamagidir. Bu calismada anne
adaylarindan her ay fekal ornekler alinmistir. Dogrudan total genomik DNA
ekstraksiyonunu takiben, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile bakteri 16S ribozomal
RNA genleri cogaltilmistir. Cogaltim iiriinleri Hae III restriksiyon enzimi ile kesilmistir.
Kesim tiriinleri elektroforez ile ayristirilmistir. Bant profilleri, PAUP programu ile analiz
edilmistir. UPGMA dendrogrami, calisilan biitin anne adaylarinda belirli bir
mikrofloranin varhi§imi isaret etmistir. Bu sonuclar, kontrol olarak hamile olmayan
bireylerin fekal ornekleri, siit ve yenidogan fekal ornekleri ile karsilagtirilacaktir. Bu
karsilastirmali caligmalarin, ii¢ farkli ornekleme grubu arasinda paylasilan yaygin bir

endojen mikrofloray isaret edecegi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Kalin bagirsak mikroflorasi, 16S rRNA parmak izi, RFLP.



SUMMARY

MSc Thesis
16S rDNA Fingerprinting Of Maternal Colon Bacteria During Pregnancy

CANAN KARAKOC
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Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Ali Fazil YENIDUNYA

In recent years investigations have indicated that maternal intestinal flora could
be the main source of fetal and neonatal intestinal flora. If these findings are verified, it
will imply that modulation of the intestinal microflora of pregnants could have a direct
effect on the health of infants and therefore would open new perspectives for
bacteriotherapy and probiotics. Identification of intestinal microflora during pregnancy
was the first step of investigations to be carried out in this area. In this study fecal
samples were collected from pregnant woman every month. After total DNA extracts
were prepared directly from samples, 16S rRNA genes were amplified by PCR
(polymerase chain reaction). Amplification products were cut with Hae III restriction
enzyme. Digestion products were resolved by electrophoresis. Banding patterns were
analyzed using PAUP program. UPGMA dendrogram indicated the presence of a specific
microflora in all the pregnant women studied. These results will be compared with
random fecal samples from nonpregnant individuals as control and with human milk and
newborn's fecal samples. These comparative studies are expected to indicate a common

endogenous bacterial microflora shared within these three different sample groups.

Keywords: Intestinal microflora, 16S rRNA fingerprinting, RFLP.
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1. GIRIS

Kalin bagirsak, biiyilkk ve zengin bir mikrobiyal ekosistemin dogal
habitatidir. Mikroorganizmalar ve aktiviteleri bagisiklik sisteminin gelismesi ve
islemesinde biiyiik etkiye sahiptir. Kalinbagirsagin mikrobiyal kompozisyonu
(mikroflora) bireyler arasinda ve aymi zamanda bir bireyin yasami boyunca
farklidir. Mikrofloranin gelisiminde genetik faktorler, cevreyle temas, diyet ve
hastaliklar rol oynar. Sonug olarak, her birey farkli karakterde bir mikrofloraya

sahiptir.

Kalin bagirsakta, patojen bakterilere karsi bir bariyer olusturan yararh
bakterilerin baskin olmasit mikroflora dengesinin korunmasi i¢in 6énemlidir. Bu
yararli bakteriler bagirsak duvarina tutunur ve liimende bulunan besin
maddelerinin tiiketimi i¢in patojen mikroorganizmalar ile yarigir, antimikrobiyal
ozellikte maddeler iiretir ve bagirsak mukozas: ile iliskili bagisiklik islevlerini

diizenler.

Bir yetigkinin kalin bagirsak mikroflorasinin probiyotik adi verilen
yararli mikroorganizmalardan olusan besin katki maddeleri ile modiile edilmesi
miimkiindiir. Saglikli bir kalin bagirsakta yararli bakteriler konagi inflamatuar

kalin bagirsak hastaliklari, ishal ve alerji gibi hastaliklardan korumaktadir.

Fetiisiin steril oldugu ve bagirsak kolonizasyonunun yenidoganlarin
dogum kanalindan gec¢isi sirasinda maternal (anneye ait) fekal ve vajinal bakteriler
ile kontaminasyonuyla basladigi fikri genis Olclide kabul gérmesine ragmen
(Isolauri ve Ark., 2001; Mackie ve Ark., 1999); yeni bulgular bagirsak
kolonizasyonunun dogumdan o©Once baglayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
bulgular kesinlik kazandiginda maternal kalin bagirsak mikroflorasinin
modiilasyonunun bebek sagligi iizerinde dogrudan etkilerinin olabilecegi gibi,
bircok pratik sonug¢ ortaya c¢ikacaktir. Bu durumda hamilelik siirecinde kalin

bagirsak mikroflorasinin tanimlanmasi, bir temel tegkil etmektedir.

Bakterilerin endojen yollar izleyerek, kalin bagirsak mukozasindan

solunum, genital bolgeler, tiikiirik ve gdzyasi bezlerine ve en Onemlisi meme



bezlerine tasinabilecegi Ongoriilmektedir (Martin ve Ark., 2004). Bu nedenle
maternal kalin bagirsak mikroflorasinin, anne siitii yoluyla, bebek kalin bagirsak

mikroflorasi iizerinde dolayli yoldan bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Kalin bagirsak mikroflorasinin tanimlanmasi icin, cesitli kiiltiir ve
molekiiler teknikler kullanilabilir. Bu organizmalardan bir¢ogunun Kkiiltiir

olusturma sirasinda kaybolmasi, yetersiz veri elde edilmesine yol agmaktadir.

Bir¢cok molekiiler metodoloji, ribozomal RNA (rRNA) ve bunlari
kodlayan genlerin kullanimimi esas alir. Ribozomal RNA dizilerinin niikleotit
dizileri, mikroorganizma tiirlerinin saptanmasi ve tanimlanmasi icin oldukca

uygun, degisken ve korunmus boliimler (domain) icerir (Vaughan ve Ark., 2000).

Bu calismada yedi anne adayindan aylik periyotlarla fekal ornekler
alinmis (toplam 40 adet) ve dogrudan total genomik DNA 6ziitlemesi yapilmistir.
DNA oziitlerinden PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile bakterilerin yaklasik
1.500 baz c¢ifti biiyiikliigiindeki 16S rRNA gen bolgesi ¢ogaltilmistir. Cogaltim
tirtinleri Hae III restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmis ve kesim {iriinleri
elektroforez ile ayrnistirilmistir. Olusan bant profilleri PAUP programi ile analiz
edildiginde, UPGMA dendrogrami belirli bir mikrofloranin her anne adayinda

mevcut olduguna isaret etmistir.
1.1. Kalin Bagirsak Mikrofloras: ve Onemi
1.1.1. Kompozisyon

Bagirsak, yaklasik yedi metre uzunluga ve 400 m’ yiizey alanina sahip
bir organdir. Bakteriler tiim bagirsaga yayilmis olsalar da mikrobiyal metabolik
aktivite biiyilkk oranda kalin bagirsakta goriilir. Agiz streptokok, bakteroit,
laktobasil ve mayalar1 kapsayan fakiiltatif ve zorunlu anaeroblardan olusan
karmagik bir mikroflorayr barindirir. Bagirsagin iist kisminda seyrek bir
populasyon goriiliirken ileumdan itibaren bakteri konsantrasyonu yavas yavas
artmaya baslar ve kalin bagirsakta 10'" -10" koloni olusturma birimine (cfu/g)

kadar ulagir. Kalin bagirsakta 500 kadar tiir oldugu; bunlarin da kalin bagirsak



iceriginin toplam hacminin %35-50" ne karsilik geldigi tahmin edilmektedir
(Isolauri ve Ark., 2004). Acidaminococcus, Bacteroides, Bifidobacterium,
Clostridium, Coprococcus, Enterobacter, Enterococcus Escherichia,
Eubacterium,  Fusobacterium,  Klebsiella, Lactobacillus, = Megamonas,
Megasphaera, Peptostreptococcus, Proteus, Ruminococcus ve Veillonella bu
karmasik mikroflorada bulunan cinsler arasinda sayilabilir (Tannock, 2001)
.Bagirsak kolonizasyonu, mikroorganizmalarin bagirsaga yerlesmesidir. Belirli bir
tiirtin kolonizasyonu kisa veya uzun siireli olabilir. Ancak bircok durumda
kolonizasyon terimi bagirsakta uzun siireli varligi belirtmektedir. Kisa zamanlh
kolonizasyon icin ‘“gecici kolonizasyon” terimi kullanilabilir (Saarela ve Ark.,
2000). Bagirsakta bulunan bakteriler “kommensal (ortak yasayan)” olarak
adlandirilmaktadir. Bir yetigskinin bagirsak mikrofloras: cins diizeyinde sabit
goriinmektedir (Donskey ve Ark., 2003); tiir diizeyinde bile mikroflora
kompozisyonundaki varyasyonlar az goriinmektedir (Zoetendal ve Ark., 1998).
Ancak sus (bir bakterinin farkli alttiirlerinin, aralarinda genetik farkliliklar
bulunan gruplar1) diizeyinde fekal mikrofloranin kompozisyonunda dikkate deger
bir varyasyon gozlenmistir. Bununla Dbirlikte bagirsak siirekli  yeni

mikroorganizmalarla kolonize olabilmektedir (McCartney, ve Ark., 1996).

Sindirim sistemi boyunca fizyolojik kosullarin farkli olmas1 nedeniyle,
farkli bolgelere farkli mikroorganizmalar yerlesmistir (Sekil 1.1). Bilesenlerin
hizli akisi; mide, karaciger ve pankreas salgilari nedeniyle sindirim sisteminin iist
kismi genis bir mikrofloranin olusmasina izin vermemektedir. Sindirim sisteminin
alt kistmlarinda sindirilmis besinlerin akis1 daha yavastir ve komposizyonu daha
az antimikrobiyaldir. Bu nedenle daha zengin bir mikrofloranin olusmasini
desteklemektedir. Oksijensiz ortami nedeniyle, anaerobik mikroplar sayica iistiin

olmaya baglar (Tannock, 1999).

Bagirsak liimeni anaerobik bir ortam olabilirken, mukozada dokudan
sizan oksijen mikroaerobik bir ¢evre yaratabilir. Sonu¢ olarak ayni mikrobiyal
tiirler icinde yer alsalar bile, mukozayla karsilastirinca, liimendeki suslar farkli

olabilir.



Ozafagus

Bir mikrobiyotaya sahip degildir
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Sekil 1.1. Sindirim sisteminde bakteriyel kolonizasyon

Kalin bagirsakta gecici (transient) ve kalici (endojen) olmak iizere iki tip
mikroorganizma vardir. Endojen mikroorganizmalar, bazen, zararli ve yararl
olarak smiflandirlabilir. Yararli mikroorganizmalarin  bircogu komensal
mikrofloray1 olusturmaktadir. Ancak bagirsak mikroflorasinin fonksiyonu genel
olarak heniiz bilinmemektedir. Belirli cinsleri patojen, digerlerini yararli olarak
etiketlemek zordur. Ornegin; Candida sp., Clostridium sp. gibi firsatc1 patojenler
diisiik seviyelerde bagisiklik sisteminin olgunlagsmasina katki saglayarak, sindirim

sisteminde yararl etki gostermektedir (Isolauri ve Ark., 2004).

Kalin bagirsak mikroflorasi, bireyler arasinda ve ayni zamanda bir
bireyin yasami boyunca farklidir. Beslenme, iklim, yas, ila¢ kullanma (6zellikle
antibiyotik tiiketimi), hastalik, stres ve yasam tarzi gibi bir¢ok faktor bu dengeyi
olumsuz yonde degistirebilir ve bu da ishal, mukozal inflamasyon veya diger ciddi

rahatsizliklara neden olabilir.



1.1.2. Mikrofloranin rolii

Kalin bagirsak mikroflorasinin baslica metabolik fonksiyonu sindirim
sistemi tarafindan parcalanamayan besin bilesenlerinin ve epitel hiicreleri
tarafindan iiretilen mukusun fermantasyonudur. Ayrica epitel hiicre ¢ogalmasinin
ve farklilasmasinin kontrolii, zenobiyotiklerin (doganin iiretemedigi kimyasallar)
metabolizmasi, iyon konsantrasyonu ve absorbsiyonunun kontrolii (kalsiyum,
magnezyum ve demir emilimi), vitamin iiretimi, lipitlerin absorbsiyonu ve
depolanmasi, kalin bagirsak pH’ simin kontrolii ve bagisiklik sisteminin

modiilasyonu komensal mikrofloranin etkileri arasinda sayilabilir.

Insan kalmbagirsaginda mikrobiyal fermantasyon igin bircogu diyet
kaynakli olmak iizere mukus gibi konak kaynakli karbohidratlar ve proteinler
kullanilmaktadir. Endojen proteinler; salgi orijinli bilesenler, besinlerdeki kolajen
ve elastin, Olii bakteri ve konak hiicreleri olabilir. Karbohidrat fermantasyonu
sagaltic1 metabolitlerin (kisa zincirli yag asitleri ve laktat) olugsmasini saglarken,
protein fermantasyonu toksik metabolitlerin (siilfiir iceren bilesikler, amonyak,
fenolik ve indolik bilesenler) olusmasina neden olmaktadir. Karbohidrat
fermantasyonu kalinbagirsagin sag kisminda (ascending colon) goriiliirken,
protein fermantasyonu sol (descending colon) kisminda goriilmektedir. Kolon
kanseri ve cesitli bagirsak hastaliklar1 distal bolgede basladigi icin, bunlarin
protein fermantasyonu iiriinlerinin neden oldugu diisiiniilmektedir (Egert ve Ark.,

2006).

Karbohidrat fermantasyonu sonucunda kisa zincirli yag asitleri
(propiyonat, asetat ve biitirat), organik asitler ve kisa zincirli karboksil asitler
ortaya ¢ikar. Kisa zincirli yag asitleri kalin bagirsak pH’sin1 diisiiriir. Bu ortamda
mineral, 6zellikle de kalsiyum emilimi daha iyi olur. Asidik ortamda yararh
mikroorganizmalar ¢ogalabilirken, patojen mikroorganizmalar ¢ogalamaz. Kisa
zincirli yag asitleri kalin bagirsak epitel hiicreleri (enterositler) i¢in de enerji
kaynagidir. Propiyonik asit, hepatik yag asidi sentezini baskilayarak diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) diizeylerini diisiiriir. Asetat kuvvetli bir asit

oldugundan, bagirsak pH’ sin1 diisiiriir. Biitirat ise enterositlerin yakitidir ve



kanserli hiicrelerin cogalmasim baskilayarak kolon karsinojenezini etkiler. Iniilin
ve oligofriiktoz, lif etkileri sayesinde kalin bagirsakta sivi hacmini arttirir. Buna
bagh olarak diski kiitle ve agirliginda artis meydana gelir. Kolon kanseri gelisme

riski ile digkr agirlig: arasinda ters bir iligki vardir (Coskun, 2006).

Komensal mikrofloranin ©Onemli fonksiyonlarindan biri de zararh
mikroorganizmalarin kalin bagirsakta kolonize olmalarinin  6nlenmesidir.
Mantarlar ve Clostridium difficile (fazla iiremesi “psdydomembranoz kolite”
neden olur) gibi zararli bakteriler ile besin ve tutunma bolgesi icin rekabete
girerek, liremelerini engeller. Bariyer etkisi olarak da adlandirilan bu fonksiyon,
hem disaridan gelen hem de normalde mikroflorada diisiik miktarlarda bulunan
zararli mikroorganizmalarin  biiyiimesini 6nlemektedir. Ayrica komensal
bakterilerin  iirettigi  bakteriyosinler, zararli  bakterilerin  yerlesmesini

engellemektedir (Sears, 2005).

Enterositler liimende bulunan mikroflora ile dogrudan iliskidedir.
Mikroorganizmalar, epitel hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilen taninma
reseptorlerine baglanabilir ve pro-inflamatuar (yangi arttirict) ve anti-inflamatuar
(yang: Onleyici) sitokinlerin iiretimi gibi bir dizi savunma mekanizmasini harekete
gecirebilirler (Sekil 1.2). Dogal bagisiklik sistemi, lipopolisakkaritler (LPS),
lipotaykoik asitler ve DNA’ nin metillenmemis Sitozin-fosfat-Guanin (CpG)
motifleri gibi korunmus molekiiler yapilar1 tanir (Raghavan ve Ark.). Bu yapilar,
Toll benzeri reseptorler (TLR-Toll-like receptors) gibi, patojen bakterilerce
aktiflenen yapilara uyumlu reseptorler tarafindan taninir (Cummings ve Ark.,
2004). Ornegin; bagisiklik yamtinin Lactobacillus rhamnosus’ta Gram (+) patojen
Streptococcus pyogenes’le karsilastirildiginda daha zayif olmasina ragmen, pro-
inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin olusumundan sorumlu temel elementleri
aktifledigi bulunmustur (Veckman ve Ark., 2003). Olgunlasmamis antijen
saglayan dendritik hiicrelerin (DC) modiilasyonu, Gram (-) patojen Klebsiella
pneumoniae ve L. rhamnosus’ta Karsilagtirilmistir. Bu iki bakteri de DC
olgunlagmasinmi arttirmistir. Fakat farkli sitokin profilleriyle karsilasiimistir. K.

pneumoniae daha ¢ok T-yardimci hiicrelerin iiretimini arttirirken, L. rhamnosus



olgunlasgmamis DC’ lerden pro-inflamatuar sitokinlerin (tiimdr oldiiriicti faktor a
[TNF-a] ve interlokin [IL] 6 ve 12) ve olgunlasmis DC’ lerden IL-12 ve IL-18
tiretimini arttirmistir. Bu sonuglar, komensal bakterilerin pro-inflamatuar ve anti-
inflamatuar bagisiklik cevabimi diizenledigini desteklemektedir. Komensal
bakteriler ayni zamanda sonradan kazanilmis bagisiklik cevabi ve antikor
olusumunu da arttirirmaktadir. (Cross, 2002; Vaarala, 2003). Bagisiklik yanitina

katki sus ve tiirler arasinda farklilik gostermektedir.
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Sekil 1.2. Kalin bagirsak bakterilerinin bagisiklik sistemi {izerine etkileri. Yiizey
enterositleri antijenlere karsi antibakteriyel peptitler, immiinoglobiilin A (IgA) ve
kemokinler salgilar. Mast (M) hiicreleri olarak adlandirilan 6zellesmis epitel hiicreleri,
antijenleri antijen sunan hiicrelere tasir. Bunlar antijenleri isleyerek T-hiicrelerine sunar.
Antijen sunan dendritik hiicreler (DC’ ler) de mukozal mikrogevreyi denetler. Profil
taniyici reseptorler (PRR’ ler) DC’ler ve enterositler tarafindan sentezlenir, bakteriyel
antijenlerin saptanmasmna yardim ederler ve DC’ler efektor/regiilator T-hiicrelerine
yardimci olarak bagisiklik cevabi veya toleransi ayarlarlar (O’Hara ve Shanahan, 2006)

Yararli bakteriler, kalinbagirsagin mukozal koruyucu epitelinin secici
gecirgenligine katkida bulunur. Zararli bakteriler gecirgenligi arttirir. Bu da
makromolekiillerle birlikte bakterilerin de mukozadan ge¢mesine neden olabilir.
Bir¢ok yararli bakteri, besin antijenleri veya ilaglardan kaynaklanan mukoza

hasarin1 dnleme ve onarma ozelligi gosterir. Ayrica, Lactobacillus acidophilus’ un



sitk1 baglanti proteinlerine gelebilecek olasi bir hasari Onledigi bulunmustur
(Saxelin ve Ark., 2005). Bakteriler mukusu fermente ettikleri i¢cin, mukus iireten

genlerin aktivitesinin arttig1 bulunmustur (Mack ve Ark., 2003).

Laktozu sindiremeyen Kkisiler, laktozu hidrolizleyen [-galaktozidaz
enzimini lretememektedir. Kalin bagirsak bakterileri ve c¢ogunlukla bazi
Lactobacillus tiirleri, belirli kosullarda ince bagirsaga yerleserek, yiyeceklerle

alinan laktozu hidrolizleyebilirler.

Kalin bagirsaktaki bazi laktik asit bakterilerinin p-glukorunidaz,
azorediiktaz ve glikolik asit hidrolaz gibi karsinojenleri aktifleyen enzimleri

inhibe ettigi diistiniilmektedir (Goldin ve Gorbach, 1984).

Endojen mikrofloranin konagin fizyolojik reaksiyonlar1 iizerine faydali
etkilerinin yani sira, mikrofloranin beyin ve sinir sistemi iizerine de Onemli
etkileri oldugu on goriilmektedir. Kalin bagirsak mikroflorasinin strese karsi,
hipotalamus-hipofiz-adrenal reaksiyonunun gelismesini etkiledigi gosterilmistir

(Sudo, 2006).
1.1.3. Probiyotikler

Optimum kalin bagirsak mikrofloras: icin, patojen bakterilere karsi bir
bariyer olusturan Lactobacilli ve Bifidobacterium gibi Gram (+) yararh bakteriler
baskin (total mikrofloranin %85’inden biiylik) olmalidir. Saglikli bir kalin
bagirsakta yararli bakteriler konagi bir¢cok hastaliga karsi korur. Bu bilgi kalin
bagirsak mikroflorasini giiclendirecek besin tasarimina biiyiik ilgi dogurmustur.
Kalin bagirsak mikroflorasinin modiilasyonu icin en iyi yol, probiyotik adi verilen

yararl bakterilerin alimidir.

Fuller probiyotik terimini: “Konak hayvanin yararina olacak sekilde
bagirsak mikrobiyal dengesini iyilestiren canli mikrobiyal besin katkisi” olarak

tanimlamistir (Schrezenmeir ve de Vrese, 2001).

Yirminci yiizyilin baslarinda Metchnikoff’un zehirlenme teorisini

(intoxication theory) ileri siirmesi, probiyotiklerin nasil etki gosterdiklerinin



anlasilmasinda ilk adimdir. Metchnikoff, yaslanmanin baslica nedeninin
bagirsaktaki ciiriime (intestinal putrification) ve fermantasyon ile olusturulan
zehirli maddeler oldugunu vurgulamis; “Bulgar koyliilerinin uzun ve saglikli
yasamlar1 fermente siit iirtinleri tiiketmelerinin bir soncudur” 6nermesiyle, yogurt
gibi  laktik asit bakterileri iceren besinleri tiiketmenin yaslanmay1
Onleyebileceginin iizerinde durmustur. Bir¢ok probiyotik sus tanimlanmis,

calisilmis ve ticarilestirilmistir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Baz ticari oneme sahip probiyotik mikroorganizmalar (Gorbach, 2002)

Laktobasiller Gram (+) Koklar Bifidobakteriler

Lactobacillus. acidophilus Streptococcus Bifidobacterium bifidum

L. casei diaacetylactis B. adolescentis

L. delbrueckii subsp. bulgaricus S. intermedius B. animalis

L. reuteri 8. salivarius subsp. B. infantis

L. brevis thermophilus B. longum
Enterococcus faecium

L. cellobiosus B. thermophilum

Lactococcus lactis subsp.
L. curvatus
cremoris

L. fermentum

L. plantarum

Yayinlanmig bulgulara gore, mevcut probiyotiklerle tedavinin riskleri cok
kiiciik goriinmektedir. Ancak, probiyotiklerin firsat¢1 enfeksiyon riskinin ¢ok
yiiksek oldugu veya sindirim sistemi cok zarar gormiis hastalarda dikkatli

kullanilmasi gerektigi vurgulanmaktadir.

Probiyotikler, kalin bagirsak mikroflora dengesinin korunmasinda ve
akut viral ishal, antibiyotik alimiyla iliskili ishal, Clostridium difficile’ ye bagh

ishal, seyehat ishali, kabizlik, inflamatuar (yangili) bagirsak hastaliklari, irritabl
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bagirsak sendromu, nekrotizan enterokolit, Helicobacter pylori enfeksiyonlari,
alerji, baz1 otoimmiin hastaliklar, ¢esitli kanser tipleri, kolesterol, akut pankreatit,
tirogenital enfeksiyonlar, kolesterol, laktoz intoleransi, hepatik ensefalopati, graft
versus host hastaligl, ¢colyak hastaligi, steatohepatit ve dis ciiriikleri gibi bir¢ok
olguda tedavi veya destek tedavi olarak kullanilabilmektedir (Coskun, 2006).

1.1.4. Prebiyotikler

Prebiyotikler yararli bakterilerce metabolize edilen, segici olarak bir veya
birden fazla bakteri tiirliniin {liremesini arttirarak mikroflorayr pozitif yonde
etkileyen, konagin sindiremedigi besin maddeleridir. Prebiyotik 6zellik tasiyan
bilesikler arasinda bitki ve sebzelerde dogal olarak bulunan iniilin, laktuloz,
frukto-oligosakkaritler, galakto-oligosakkaritler, soya  oligosakkaritleri,
laktosukroz, izomalto-oligosakkaritler, gliko-oligosakkaritler, ksilo-
oligosakkaritler, platinoz, gentio-oligosakkaritler sayilabilir (Manning ve Gibson,
2004). Prebiyotikler kalinbagirsaga degisiklige ugramadan ulasirlar ve burada

bakteriler tarafindan fermente edilirler.
1.1.5. Mikrofloranin Gelisimi

Yenidoganlarda sindirim sisteminin kolonizasyonu dogumdan hemen
sonra baglamakta ve birkag¢ giin igerisinde olugsmaktadir (Isolauri ve Ark., 2004).
Dogum yolu (vajinal dogum veya sezaryen), beslenme sekli (emzirme veya
mamayla beslenme), cografik konum (gelismis iilkeler veya gelismekte olan
ilkeler), dogumun gerceklestigi yer (evde ya da hastanede dogum) kolonizasyon
modelini etkilemektedir (Fanaro ve Ark., 2003). Bununla birlikte, yeni bulgularin
1s18inda,  bagirsak  kolonizasyonunun dogumdan ©Once baslayabilecegi

hipotezinden de bahsedilecektir.

Vajinal dogumda bebek once baslica Lactobacillus, Bacterioides,
Peptostreptococcus, Peptococcus cinslerini kapsayan anne vajina ve bagirsak
mikroflorasina; daha sonra cevresel mikroplara maruz kalmaktadir (Larsen ve

Monif, 2001).
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Yasamin ilk giiniinde zorunlu anaeroblarin da tespit edilebilmesine
ragmen, kolonize olan ilk mikroplar fakiiltatif anaeroblardir. Her durumda, iki {i¢
giin sonra anaeroblar bebek diskisinda bulunan baslica mikroplar olmaktadirlar.
Bunun nedeni fakiiltatif anaeroblarin kalin bagirsakta redoks potansiyelini
diisiirmesiyle, zorunlu anaeroblar i¢in uygun ortamin saglanmis olmasidir

(Isolauri ve Ark., 2004).

Sezaryen dogumda, ilk karsilasilan mikroplar ¢evreden gelmektedir.
Farkli mikroplara maruz kalma sekli kalin bagirsak mikroflorasini ve gelisimini
etkiler (Gronlund ve Ark., 2000). Kalin bagirsak mikroflorasi enterobakteriler ve
koliformlar gibi fakiiltatif anaeroblarla yavas kurulan bir siire¢ olarak
diistiniilmektedir. Daha sonra hizli bir sekilde Lactobacillus ve Bifidobacterium

gibi laktik asit bakterileri yerlesmektedir (Isolauri ve Ark., 2004).

Anne siitii, neonatal (bebegin ilk bir aylik donemi) bagirsak
mikroflorasinin gelisiminde 6nemli bir faktordiir. Anne siitii ve mama ile beslenen
yenidoganlarin fekal mikroflorasinda farkliliklar mevcuttur. Anne siitiiyle
beslenen yenidoganlarda mikroflorada laktik asit bakterilerinin baskin olduguna
dair baz1 kanitlar varken, hazir mamayla beslenenlerde baskin tiir Clostridium ve
Escherichia coli gibi bakteriler olmaktadir. Bebek siitten kesildikten sonra,
yetigkin bagirsagina benzer karmasik bir mikroflora kurulmaya baslamaktadir.
Bebege verilen besinler arasindaki farklihk kalin bagirsak mikroflorasini
etkilemektedir. Floradaki eksiklikler diyete yapilacak katkilarla giderilebilir. Anne
siitiniin  dogal mikroflorasinda  bulunan  Staphylococus, Streptococcus,
Micrococcus, Lactobacilus, Bifidobacterium ve Enterococcus gibi cinslere ait
tiyelerin probiyotik ajanlar veya bakteriyoterapotik olarak potansiyel kullanima

sahiptir (Martin ve Ark, 2004).
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1.2. Hamilelik Siirecinde Kalin Bagirsak Mikroflorasinin Fetiis

Uzerindeki Onemi

Fetiisiin steril oldugu ve yenidoganlarda bagirsak kolonizasyonunun
yenidoganlarin dogum kanalindan gecisi sirasinda, maternal fekal ve vajinal
bakteri kontaminasyonuyla basladig1 genis Ol¢iide kabul gérmiistiir (Mackie ve
Ark., 1999; Isolauri ve Ark., 2001). Uterusta fetiisiin steril oldugu iddialarinin
aksine, laktik asit bakterileri ve diger komensal bakteriler hem vajinal dogumla
hem sezaryenle diinyaya gelen saglikli bebeklerin mekonyumundan izole
edilmistir (Jimenez ve Ark., 2005). Yine bir ¢alismada alti kadina hamileliklerinin
son aylarinda probiyotik Lactobacillus rhamnosus GG susu verilmistir.
Dogumdan sonra bebeklere ve anneye bu sus verilmedigi halde, sezaryenle
doganlar da dahil olmak iizere bebeklerin fekal drneklerinde en az alt1 ay boyunca
bu susa rastlanmistir (Schultz ve Ark., 2004). Amniyotik sivi ve kroamniyon
dokunun diisiik konsantrasyonda bakteri icermesi ve belirli bakteri tiirlerinin
kulture alinmasindaki zorluklar, fetiisiin Onceleri steril olarak nitelendirilmesinin

nedeni olabilir (Martin ve Ark., 2004).

Laktik asit bakterileri ve diger bakteriler plasenta, amniyotik sivi, gobek
bagi damarlari, sezaryenle doganlar da dahil, yeni doganlarin ilk bagirsak
florasindan izole edilebilmektedir. Bu izolatlardan bazilar1 maternal siit ve fekal
orneklerinden saglanmis tiirlerin suslar1 ile aynt RAPD ve RFLP profillerini
paylastyor olmasina ragmen, vajinal, bacak arasi veya deri izolatlan ile iliski
kurulamamistir (Martin ve Ark., 2004). Bu sonuglar bazi komensal tiirlerin
plasenta bariyerini asarak dogumdan ©Once kolonizasyonu baslattigi goriisiinii

giiclendirmektedir.

Bazi1 hiicre disi patojen bakterilerin, siki baglanti hiicreleriyle iligki
kurarak kan/beyin bariyerini asip, merkezi sinir sistemine girdigi cok iyi
bilinmektedir (Nassif ve Ark., 2002). Buna benzer bir mekanizma plasenta

bariyerini gecmek i¢in de kullanilmis olabilir.
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Baslangicta ii¢ katman olan plasenta anne ile fetiis dolasitmini ayirir.
Hamilelik siirecinde bu katmanlar incelir ve dokular birbirine yaklasir. Besinlerin,
artik iirinlerin ve gazlarin fetiis ve annesi arasinda degis tokusu artar (Martin ve
Ark., 2004). Bu artis ve plasentadaki hareketli trofoblast hiicrelerinin varligi,

komensal bakterilerin de tasinmasina olanak saglayabilir.

Primer bagisiklik yanitinda, antijen sunumunda ve T-hiicrelerinin
uyarilmasinda rol alan dendritik hiicreler, viicutta bircok mukozal yiizeyde
bulunurlar. Bagirsak epitelindeki siki baglanti bolgelerini agcabilme yeteneginde
olan bu hiicreler, bakterileri limenden alarak birlikte hareket ettirebilirler. Bakteri
hiicrelerin bagirsak mukozasindan solunum, genital bolgeler, tiikiiriik ve gozyasi
bezlerine ve en Onemlisi meme bezlerine kolonize olduklari bilinmektedir.
Boylece bazi komensal tiirlerin boyle bir endojen yol izleyerek kan yoluyla,
bagirsaktan meme bezlerine tasinabilecegi soylenebilir. Ornegin; L. rhamnosus
GG igeren giinliik {iriiniin biiylik miktarlarin1 her giin tiiketen bir hastada karaciger
apsesi vakasina rastlanmistir. Bu gibi kosullar laktobasillerin bagirsaktan diger
organlara yayillmak icin mekanizmalara sahip olabilecegini gostermektedir

(Martin ve Ark., 2004).

Bu  sonuglar, bagirsak  kolonizasyonunun  dogumdan  Once
baslayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durumda, maternal kalin bagirsak
mikroflora dengesi bebek kalin bagirsak mikroflorasini dogrudan etkileyebilir. Bu
hipotez dogrulandiginda maternal kalin bagirsak mikroflorasinin modiilasyonunun
bebek saghigi iizerinde dogrudan etkilerinin olabilecegi gibi bir¢ok pratik sonug
ortaya cikacaktir. Ayrica bakteriyoterapi (zararli olmayan bakterileri patojen
bakterilerin yerine gecmesi i¢in kullanma) ve fonksiyonel besinlerin

formiilasyonlar1 ve probiyotikler konusunda yeni ufuklar agilabilecektir.

Sonu¢ olarak hamilelik siirecinde kalin bagirsak mikroflorasinin
izlenmesi ve tamimlanmasi yukarida anilan yeni arastirma alanlarinin

olusturulmasinda biiyiik onem tasimaktadir.
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1.3. Kahn Bagirsak Mikrobiyotasinda Bulunan Bazi Onemli Cinsler
1.3.1. Lactobacillus

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

kullanilabilirler (Hammes and Vogel, 1995).

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

cok genis bir habitatta bulunabilmektedirler (Hammes ve Vogel, 1995).

Lactobacillus tiirleri karbohidrat kaynagi iceren bir ortamda asidik bir
ortam olustururlar (pH 4,0). Bu nedenle ortamda bulunan diger bakteriler bu pH

degerinde dlmekte ya da cogalmalar1 durmaktadir. (Stiles ve Holzapfel, 1997).

Laktik asit bakterilerinin taksonomisi uzun yillardan beri fenotipik
ozellikleri baz almaktadir. Bu tip bir degerlendirmede laktik asit bakterileri;
“Thermobacterium”, “Streptobacterium” ve “Betabacterium” olmak {lizere ii¢ alt
grupta incelenmektedir. Molekiiler teknikler, laktik asit bakterilerinin fenotipik
ozellikleri baz alinarak yapilan bu alt gruplandirmanin uygun olmadigini
gostermistir. Hammes and Vogel (1995) laktobasilleri hiicre duvarindaki

peptidoglikan tipi ve pentoz (arabinoz, riboz, ksiloz) ve hekzozlar (galaktoz,
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mannoz, glikoz, fruktoz) fermantasyon sekillerine gore gruplandirmistir. Buna
gore Grup A, zorunlu homofermentatif laktobasilleri igerir. Bu organizmalar
fosfoketolaz enzimine sahip degildir. Bu nedenle pentozlar1 fermente edemezler.
Sahip olduklar1 aldolaz enzimiyle heksozlar Embden Meyerhof-Parnas (EMP)
metabolik yoluyla hemen hemen tamamini laktik asite fermente ederler. Grup B,
fakiiltatif heterofermantatif laktobasilleri icerir. Iki tip enzime de sahiptirler,
pentoz ve hekzozlar fermente edebilirler. Hekzozlarin neredeyse tamami EMP
metabolik yoluyla laktik asite donustiiriilir. Glikoz varliginda fosfoglikonat
metabolik yolu enzimleri baskilamir. Grup C, zorunlu heterofermantatif
laktobasilleri igerir. Hekzozlar fosfoglikonat yolu ile esit hacimlerde laktat, etanol
(asetik asit) ve CO, olusturacak sekilde fermente edilir. Pentozlar da bu metabolik
yola katilir ve fermente edilebilirler (Hammes ve Vogel, 1995). Hem fenotipik
karakterizasyonu hem de genotipik analizleri kullanan modern taksonomi
metotlar1 laktik asit bakterilerine uygulanmis ve Lactobacillus tiirleri iic grup

altinda toplamistir:
e L. acidophilus grubu
® L. casei grubu
e L. reuteri /fermentum grubu

L. delbrueckii, L. acidophilus gibi bircok Lactobacillus tiirii fermente

irtinlerin yapiminda kullanildig1 i¢in ekonomik ac¢idan degerlidir.
1.3.2. Bifidobacterium

Bifidobakteriler ilk kez 1900 de Tissier tarafindan anne siitiiyle beslenen
yenidoganlardan alinan fekal orneklerde saptanmistir. Comak sekilli, Gram (+),
gaz liretmeyen ve anaeobik bu tiire ilk olarak Bacillus bifidus ad1 verilmistir
(Sgorbati ve Ark., 1995). Bifidobakteriler 20 °C — 46 °C arasinda ve pH 6,5-7" de
biiytirler. Karbohidratlari metabolize etme sekilleri agisindan Lactobacillus
tirlerinden ayrilirlar. Laktobasiller hekzoz fermantasyonu icin glukoz 6-fosfat

metabolik yolunu kullanirken, bifidobakteriler friiktoz 6-fosfat yolunu kullanirlar.
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Bu organizmalar insan ve diger hayvanlarin fekal ornekleri, arilar, insan vajina ve

dis ciiriikleri gibi farkli kaynaklardan izole edilmistir (Arunachalam, 1999).

Ozellikle kalin bagirsakta yasayan tiirlerinin mikroflora dengesinin

korunmasinda ve onariminda faydal etkilere sahip oldugu bilinmektedir.
1.3.3. Streptococcus

Streptococcus iyeleri Gram (+), zincir veya ciftler halinde dizilmis
kiiresel veya yumurta sekilli koklardir (Hardie ve Whiley, 1995). Baz
Streptococcus tirleri kapsiilliidiir (Hardie ve Whiley, 1995; Stiles ve Holzapfel
1997). Fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, katalaz-negatif,
homofermantatiftirler ve karmasik besin gereksinimleri vardir (Hardie ve Whiley,
1995). Bilinen bir¢ok tiirii insan ve diger hayvanlarda parazittir ve bazilar1 onemli

patojenlerdir.

Streptococcus cinsi S. pnemoniae, S. pyogenes ve S. agalactiae gibi
oldukca onemli patojenler, S. faecalis ve S. jitecium gibi bagirsak mikroflorasinda

bulunan streptokoklar gibi bir¢ok farkl: tiirii kapsar (Stiles ve Holzapfel 1997).

Streptococcus thermophilus besin fermantasyonunda tek onemli cinstir.
Yogurt ve peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak dnemli rol oynamaktadir (Stiles

ve Holzapfel 1997).
1.3.4. Clostridium

Clostridium cinsi endospor olusturan, zorunlu aneorobik, diisik G+C
icerigine sahip Gram (+) bakterilerden olusur. Elektron transport fosforilasyonu
icin bir sitokrom sistemine ve mekanizmaya sahip degildir. Bu nedenle ATP
sadece substrat diizeyinde fosforilasyon ile saglanir. Bir¢cok Clostridium tiirii son
irin biitirik asit, biitanol ve aseton olacak sekilde sekerleri fermente eder. Bir
baska grup Clostridium alanin, glisin, sistein, glutamat, histidin, serin veya
thereonin aminoasitlerini fermente etmektedir. Uriinler genelde asetat, biitirat,
CO, ve Hy’dir. Bircok aminoasit fermantasyonu iiriinii kotii kokulu bilesenlerdir

ve kotii koku baslica Clostridium kaynakl ¢iirimenin sonucudur. Biitirik asite ek
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olarak diger kokulu bilesikler arasinda izovalerik asit, kaproik asit, hidrojen siilfit,
putresin ve amonyak sayilabilir. Bazi1 Clostridium tiirleri iirik asit ve diger
piirinleri ve etanolii fermente etmektedir. Baglica habitat1 toprak olmasina karsin,
insan ve diger memelilerin sindirim sistemine de adapte olmustur. Ayrica birkag
tiirli insanlar i¢in ciddi patojenlerdir. C. botulinum botillizm, C. tetani tetanoz, C.

perfringens gazli gangren etkenidir (Madigan ve Ark., 2003).
1.3.5. Enterococcus

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

Genellikle omurgalilarin fekal drneklerinde bulunur. En tipik tiirleri E.
faecium ve E. faecalis’tir. Birkag¢ susu fermente {iiriinlerde baslatic1 (starter) veya

probiyotik olarak kullanilir.
1.3.6. Bacteroides

Bacteroides cinsi zorunlu anaerob, spor olusturmayan, baslica
fermantasyon iiriinleri asetat ve siiksinat olacak sekilde, sekerleri fermente eden
tiirleri kapsar. Bacteroides tiirleri sayisal olarak insan kalinbagirsaginin dominant
bakterileridir. Bunun yaninda patojen tiirleri de vardir ve insan hastaliklarinda en
Oonemli anaerobik bakteriler arasindadir. Bacteroides cinsi ayrica bakteriler
arasinda ozellikle sinir dokusunda bulunan, sinyal iletimi ve hiicre taninmasinda

rol oynayan sifingolipidleri sentezleyebilen nadir gruplardan biridir.
1.3.7. Lactococcus

Hiicreleri oval sekilli, ciftler halinde veya kisa zincirler halinde goriinen,
mikroaerofilik Gram (+) koklardir. Karmasik besin gereksinimleri vardir; bol

miktarda laktik asit iiretirler. 10 °C ve 45 °C sicakliklar1 arasinda biiyiiyebilirler
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(Teuber, 1995). Laktoz, kazein ve sitrat gibi siit bilesenlerinin fermantasyonu
sayesinde siit iirlinleri iiretiminde Ozellikle L. lactis ve L. cremoris tiirleriyle

onemli bir cinstir.
1.4. Kalin Bagirsak Mikroflorasinin Karakterizasyonu
1.4.1. Ornekleme

Feces, kalin bagirsak mikroflorasinin caligilmasi i¢in kullanilabilecek en
onemli ornektir. Fecesin mikrofloray1 temsil edip etmemesi tartisma konusudur.
Ciinkii bu baglica kalinbagirsagin liimenindeki mikroflorayr temsil eder. Kalin
bagirsak mikroflorasinin kompozisyonu, hem sindirim sistemi boyunca hem de
liimen ve mukoza arasinda farklilik gosterir. Ancak endoskopi veya operasyon
gibi yontemler pratik olarak insan kalin bagirsak mikroflorasinin analizinde

kullanilamayacag i¢in, fekal drnekler biiyiik onem teskil etmektedir.
1.4.2. Klasik Yaklasimlar

Kalin bagirsak mikroflorasinin klasik yontemlerle analizi, kiiltiire

bagimh ve kiiltiirden bagimsiz metotlar1 kapsar.

Kiiltiir-bagimli teknikler, fekal veya diger bagirsak orneklerinden kiiltiirii
yapilabilen bakterileri izole etmek icin kullanilir. Karakterizasyon ise bir¢ok
morfolojik ve biyokimyasal test araciligiyla gerceklestirilir. Ne kadar cok test
yapilirsa, tiir karakterizasyonunun giivenilirligi o kadar artar. Fakat en gelismis
testler dizisi bile tiirlerin smiflanmasinda belirsizliklere neden olabilmektedir

(O’Sullivian, 2000).
Secici ve secici olmayan kiiltiir metotlar:

Taze fekal veya bagirsak materyalinin besiyerine ekilmesini temel alir.
Secici olmayan besiyerleri genellikle mikrofloranin toplam miktarini tahmin
etmek i¢in kullamlir. Belirli bir cinsin iiyelerinin cogaltilmasi isteniyorsa
genellikle secici (diger bakterilerin cogalmasim azaltan veya belirli bir tiiriin

iiremesini arttiran) besiyeri kullamlir. Ornegin; bifidobakterilerin iiremesini
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arttirmak icin, bazi antibiyotikler (kanamisin, naladisik asit, paramisin ve

polimiksin B) ve propionik asit kullanilabilir (O’Sullivian, 2000).

Kiiltirden = bagimsiz  klasik  metotlar  belirli  organizmalarin
karakterizasyonunda yetersiz kalsa da bazi1 bakteri gruplarmin kiiltiire
alinamamas1 nedeniyle fekal Orneklerde bakteri sayilari daha dogru tahmin

edilebilir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. Bagirsak tiirlerinin tanimlanmasi ve ¢alisilmasinda klasik kiiltiir tekniklerinin
avantajlar1 ve dezavantajlar (Furrie, 2006)

Avantajlar Dezavantajlar

Nispeten ucuz. Yavas, zaman alici isgiicii gerektirir.
Biiyiik oranda mevcut. Ornekler aninda ¢aligtimalidir.
Bakteriyel populasyonlarin sayilmasina Zorunlu anaeoroblarin izole edilebilmesi
izin verir. icin iistiin beceriye ve 6zellesmis

Deneyimli ve yetenekli bir mikrobiyolog donanmima ihtiyag vardur.

tarafindan yiiriitiildiigiinde, ekosistem Kiiltiire edilebilir organizmalarla sinirlidir.
karmagikhginin belirlenmesini Biiyiime ortaminin secilmesi sonuglari
saglayabilir. biiyiik oranda etkileyebilir. Yasayan biitiin

Fizyolojik ¢alismalar miimkiindiir. bakteriler elde edilemez.

Biyokimyasal ¢aligsmalar miimkiindiir.

Dogrudan Mikroskobik Analizler

Genelde tespit ve boyama ile gerceklestirilen bu yontemle, tiim bakteriler
boyanmasa da, 151k mikroskobu kullanilarak fekal orneklerde total bakteri sayisini

tahmin etmede kullanighdir.
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Enzim-Metabolit Analizleri

Fekal orneklerde belirli enzimlerin ve metabolitlerin Olc¢timii, belirli
mikrofloranin varligi hakkinda, dolayli olarak, hizli bir sekilde bilgi verir.
Ormegin; kisa zincirli yag asitleri (asetat, propionat ve biitirat) anaerobik
fermentasyonun son iriinleridir. Fekal Orneklerde bu asitlerin Olgiimii kalin

bagirsakta laktik asit bakterilerinin metabolizmasina igaret eder.

Kiiltiir tekniklerinin asagida bahsedilen cesitli sinirlamalarina  ve
eksiklerine ragmen, bu karmasik kalin bagirsak ekosistemi, 6zellikle
ekosistemdeki bakterilerin rollerini belirlemek i¢in molekiiler tekniklerle klasik

yontemlerin bir kombinasyonunun birlikte kullanilmas1 gereklidir.
1.4.3. Molekiiler Yontemler

Insan kalinbagirsagi karmasik bir ekosisteme sahiptir. Bu karmasik
mikrofloradaki bir¢cok bakterinin kiiltiir kosullar1 bilinmemektedir. Bu nedenle
mikrofloranin saptanmast ve tamimlanmasi icin klasik metotlara ek olarak
molekiiler metotlarin kullanilmasi olduk¢a onemlidir (Tablo 1.3). Ayrica gen
ifadesi, substrat kaynagi, pH, sicaklik ve redoks potansiyeli gibi c¢evresel
faktorlerden etkilendiginden dolayi, bir organizmanin genotipi, fenotipinden daha

kararhdir.

Bir¢ok molekiiler metodoloji (Sekil 1.3), boyle karmasik komiinitelerde
bakterilerin bireysel kimliklerini ve aralarindaki iligskiyi tanimlamak icin, rRNA
ve onu kodlayan genlerin kullanilmasina dayanir. Ribozomal RNA’ nin biitiin
canli hiicre formlarinda bulunmas1 ve tiim canlilarda protein sentezi gibi temel bir
fonksiyonda rol almasi, rRNA kodlayan genlerin olduk¢a korunmus olmasini
gerektirmistir. Dahast TRNA’ larin mutasyon oranlar1 organizmalarin evrimsel
akrabaliklar1 hakkinda bilgi verir. Saptama ve siniflama i¢in, 16S rRNA, 16S, 23S
rRNA genleri arasinda transkribe edilen ayirict bolge (ITS- Internal transcribed
spacer) siklikla kullanilir. Bakterilerin adaptasyon ve tiirlesmesinde onemli rol

oynayan horizontal gen transferi gibi durumlar rRNA verilerinin giivenirligine
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engel olsa da rRNA en kullanish filogenetik belirteclerden biridir (Vaughan ve
Ark., 2000).

Kalinbagirsak
Ekosistemi Sayim | | FISH |

A

y
DNA/RNA Oziitlenmesi

PCR Uriinlerinin |[¢&—— RT- | ¢&—mm
Klonlanmasi PCR PCR

Kantitatif PCR || Hibridizasyon

Dizileme DGGE/TGGE
v

| Bant Ekstraksiyonu

Belirli Tiirlerin
Goriintiilenmesi

| 16S rDNA Dizileri

v

| Karsilastirmal Analizler

Primer Dizayni

Prob Dizayni I

Sekil 1.3. Insan kalin bagirsak mikroflorasinin analizi igin ¢esitli molekiiler yaklasimlarin
akis diyagrami (Vaughan ve Ark., 2000)

Biitiin bir komunitenin belirlenmesinde 6rnekten DNA ve/veya RNA’nin
Oziitlenmesi ve saflastirilmasi en temel adimdir. Biitiin mikrobiyal hiicreler esit
oranda parcalanmazlar. Fekal oOrneklerden niikleik asitlerin 6ziitlenmesi igin
sayisiz protokol mevcuttur (Vaughan ve Ark., 2000). Son zamanlarda en cok
tercih edilen metotlardan biri “bead beating” ve bunun diger uygulamalarla

kombinasyonudur (Zoetendal ve Ark., 1998).
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Tablo 1.3. Bagirsak tiirlerinin kesfinde molekiiler tekniklerin kullanilmasinin avantajlart
ve dezavantajlar (Furrie, 2006)

Avantajlar Dezavantajlar
Bircok teknikle yiiksek kapasiteli ve Her tiirden esit olarak genetik materyalin
nispeten kisa siirede dgrenilebilir. Oziitlenmesini standartlagtirmak zordur.

Anaerobiklerin ¢alisilmasinda beceri ve Karisik populasyonlarda bir¢ok yanilgi

uzmanlik gerektirmez mevcuttur.
Ornekler sonraki analizler igin Cok pahal1 olabilir.
dondurulabilir.

Primerlerin ve problarin secimi saptamada
DNA laboratuvarlar arasinda kolaylikla bircok yanilgiya neden olabilir.

taginabilir. Bir¢ok metot dogrulayici analizler

Kiiltiire edilemeyen tiirler saptanabilir. gerektiginde kantitatif degildir.

Teoride, hedef DNA’ nin bir molekiiliine Bir ekosistem modeli ¢ikarmak imkansizdir.

kadar

1.4.3.1. 16S ribozomal DNA (rDNA), ITS (Internal Transcribed

Spacer) ve recA Gen Bolgelerinini Dizi Analizi

Bir populasyonda 16S rDNA havuzunun klonlanmasi ve dizilenmesi,
bagirsagin ¢esitli bolgelerinde bol miktarda bulunan ve Kkiiltire edilemeyen
bakteriler hakkinda niikleotit dizisi diizeyinde bilgi elde edilmesini saglar
(Malinen, 2002). Ribozomal DNA dizileri dogrudan rRNA’ dan veya rRNA’ y1
kodlayan genlerden elde edilebilir. Bu yontem evrensel olarak korunmus
bolgelerin iki ucuna baglanan primerleri kullanir ve kolonilerden 16S rRNA
genini dogrudan PCR ile c¢ogaltarak, yaklasik 1.500 baz uzunlugundaki PCR
Uriiniinii  dizilemeyi temel alir. GenBank gibi veritabanlarinda diziler
karsilagtirllarak sus diizeyinde karakterizasyon gergeklestirilir. Bu teknoloji

filogenetik iliskilerin anlagilmasini saglar.
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Bifidobacterium cinsi icerisinde rRNA dizisi yliksek oranda korunmustur
ve karsilastirmali analizi yeterince hassas olmayabilir. Bu nedenle ITS bolgesi
bifidobakterilerin daha detayli analiz i¢in kullanilir (Leblond-Bourget ve Ark.,
1996). Bu dizi evrensel olarak biitiin bakterilerde bulunur. Ancak nispeten daha az
korunmustur (Barry ve Ark., 1991). Bu da filogenetik bir belirte¢ olarak
giivenirligini sinirlar. ITS bolgesi aym bakteriyel suglar arasinda bile degisiklik

gosterebilir (Christensen ve Ark., 2000).

RecA geni, rekombinasyonda, DNA onariminda, SOS cevabinda rol
oynayan recA proteinini kodlar. Bakterilerde evrensel olarak mevcuttur ve yiiksek
oranda korunmustur ve filogenetik analizler i¢in oldukca degerli bir aragtir

(O’Sullivan, 2000).

1.4.3.2. Denatiire edici Jel Elektroforezi (DDGE) ve Termal
Gradyent Jel Elektroforezi (TGGE)

Bu metotlar niikleik asit molekiillerinin, boyutlarina ve dizi farkliliklarina
gore ayirt edilmelerini saglar. Kisaca, bu yontem uygun primerler kullanilarak
16S rDNA bolgesinin PCR ile ¢ogaltilip, denatiire edici kosullarda iki iplik¢igin
birbirinden ayrilarak sahip olduklar1 dizi ve biiyiikliige gore yeniden
konformasyon kazanmasina dayanir (Vaughan, 2000). Bu yontemlerle farkli
bireylerin veya aym bireyin farkli zamanlarindaki bagirsak mikroflorasi
karsilastirilabilir. Bant yogunluguna gore dominant bakteriler saptanabilir. Ancak
bakterilerin sus diizeyinde karakterizasyonu i¢in, her bantta bulunan DNA

parcalarina dizi analizi uygulamak gerekmektedir.

1.4.3.3. 16S rRNA Restriksiyon Parc¢asi Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP)

Bu teknik, 16S rDNA bolgesinin uygun primerlerle cogaltilip, uygun
restriksiyon enzimleriyle kesilerek, bant profillerinin jel elektroforezinde
goriintiillenmesine dayanir. Genel olarak uygulanabilir; hizli, ucuz ve kolay bir

yontemdir. Ancak birbirine ¢ok benzer diziler iceren DNA parcalarinm
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yorumlamak zordur. Bu nedenle birka¢ restriksiyon endoniikleaz birlikte

kullanilir.
1.4.3.4. Atimhi Alan Jel Elektroforezi (PFGE)

PFGE temelde, bir agaroz jelde cok biiyiik DNA molekiillerinin bir
elektrik atim sistemi kullanilarak ayrilmasidir. Diger molekiiler tekniklerle
karsilastirlldiginda, ¢ok fazla genomik DNA o6ziitlenmesine ve zamana ihtiyag
vardir. Bu yontemde ender kesen restriksiyon endoniikleazlar kullanilir. Ornegin;
Bifidobacterium suslari icin Xbal, Spel, Dral ve Asel secici kesim profilleri
olusturabilir. Kesim iirtinleri elektrik alaninin periyodik yon degistirmesi ile 18—

24 saat yiiriitiiliir (Ward ve Roy, 2005).
1.4.3.5. Ribotipleme

Bu yontemde bakterilerden oOziitlenen DNA uygun bir restriksiyon
endoniikleazla kesilir. Kesim iirlinleri bir agaroz jelde yiiriitiiliir; naylon veya
nitroseliiloz bir membrana aktarildiktan sonra radyoaktif olarak isaretlenmis
rRNA gen dizisini hedef alan bir probla hibritlenir. Bakteri kromozomunda rRNA
operonlar1 ¢cok kopyalidir; restriksiyon kesiminde birka¢ parcga, probla hibritlesir.
Boylece olusan profillerle bakteri suslart ayirt edilebilir (Tannock, 2001).

Ribozomal RNA operonlar1 ne kadar ¢cok kopyaliysa, ayrim o kadar kolay olur.
1.4.3.6. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Bu teknikle tiim genom Oziitlerinden rastgele secilen primerler
araciligiyla PCR gerceklestirilir. Bu primerler genelde 10-12 baz uzunlugundadir.
Primerler genomda komplementeri olan dizilere baglanip, cogaltim sonucunda
farkli biiyilikliiklerde parcalar meydana getirecek, her bakterinin kendine 6zgii
bant profilleri olusacaktir. Bu yontem, reaksiyon kosullarindaki degisiklige karsin
cok hassas olsa da, genom hakkinda bir 6n bilgiye sahip olunmadiginda oldukca

kullanighidir (O’ Sullivian, 2000).
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1.4.3.7. Rivors Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

PCR, kalip dizilerini, ¢ok az Kkonsantrasyonda bulunsalar bile,
cogaltmada oldukca kullanigshdir. Ancak primer ¢iftlerindeki varyasyonlar, kalip
DNA’nin erime sicakligl, reaksiyon siirecinde substratlarin bitmesi, farkli
biiyiikliikteki  diziler i¢in ¢ogaltma etkinliginin degismesi reaksiyonun
hassasiyetini etkiler. Ayrica PCR’da ilk uzayan dizinin farkli bir rDNA ipligine
tekrar yapigsmasi ve diger PCR dongiilerinde bu dizilerin birlikte ¢ogaltilmasiyla
genellikle filogenetik olarak birbirinden ayr iki atanin dizilerini kapsayan kimerik
diziler olugmaktadir (Huber ve Ark., 2004). Homolog genlerin birlikte

cogaltilmasi, var olmayan tiirlerin tanimlanmasina imkan verebilmektedir.

Ribozomlardan dogrudan oziitlenen 16S rRNA c¢ogaltilabilir ve boylece
bagirsaklarda metabolik olarak en aktif gruplar belirlenebilir (Vaughan ve Ark.,
2000). Ornegin; insan bagirsaginda bulunan 12 farkli grubun 16S rRNA’larina
Ozgii primerler kullanilarak, Clostridium clostridii, Fusobacterium prousnitzii ve
Peptostreptococcus products’ un Eubacterium biforme, E. coli ve gesitli laktik asit

bakterilerine gore daha baskin oldugu bulunmustur (Wang ve Ark., 1996)
1.4.3.8. Bakterilerin in situ Goriintiilenmesi

Bu yontem, wuclarn floresan boyalarla isaretli rRNA’ ya 0zgi
oligoniikleotit problar, sindirim sistemi Orneklerinde bakteri hiicrelerinin
sayllmasi ve tanimlanmasinda basarili olmustur (Aman ve Ark., 1995). Bu problar
hiicrelere girecek kadar kiiciiktiir ve hiicre ici rRNA’ ya baglanir. Floresan in situ
hibridizasyon (FISH) teknigi, goriintii analizleriyle birlestirilerek otomatize
edilmis ve insan sindirim sisteminin ¢ok cesitli filogenetik gruplarinin sayilmasini
miimkiin kilmistir (Vaughan ve Ark., 1999). Bu yontem, baz tiirlere 6zgii genler

icin gelistirilen problarla da gerceklestirilebilir.
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1.4.3.9. Diger PCR Tabanlh Yontemler
Rep-PCR (Tekrarli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Bu yontem PCR ile kromozomda belirli tekrarli dizileri ¢ogaltmak igin
kullanilir. Farkli suslarda tekrarli diziler farkli yerlerdedir ve farkli sayida
tekrarlara sahiptir. Cogaltilan diziler jel elekroforeziyle ayrilir ve karakteristik

profiller goriintiilenir.
Miiltipleks-PCR

Bu yontem ile bir PCR reaksiyonunda birden fazla primer kullanilarak
daha ¢ok hedef bolge cogaltilir. Olusan pargalar jel elektroforezinde yiiriitiiliir,
profiller karsilastirilarak yorumlanir. Ancak bu yontemde genom hakkinda 6n

bilgiye sahip olmak gerekir (O’Sullivan, 2000).
TAP-PCR (Target arbitrarily primed PCR)

Bu yontemde ii¢ farkli reaksiyon kosulu kullanilarak (6rnegin; yapisma
(annealing) sicakligi; 40 °C, 50 °C, 60 °C) PCR ile ii¢ farkli ¢ogaltma reaksiyonu
uygulanir. Profil sayis1 artar, ayrim kolaylasir (O’ Sullivan, 2000).
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyaller
2.1.1. Kimyasallar ve Kullamlan Cozeltiler

Bu calismada kullanilan kimyasallarin ve oligoniikleotit, ANTP, tampon

ve stok ¢ozeltilerin tarifleri, sirastyla Ek 1, Ek 2 ve Ek 3’ de listelenmistir.

Tablo 2.1. Ornekler ve alim tarihleri

Ornek | Ahm Hamilelik Siiresi Ornek | Ahm Hamilelik Siiresi
Kodu | Tarihi (Giin) Kodu Tarihi (Giin)

AK1 | 23.08.2006 | 52 (7hafta 3 giin) FK3 07.11.2006 | 139 (19 hafta 6 giin)
AK2 | 29.09.2006 | 89 (12 hafta 5 giin) | FK4 14.12.2006 | 176 (25 hafta 1 giin)
AK3 | 30.10.2006 | 121 (17 hafta 2 giin) | FK5 26.01.2007 | 219 (31hafta 2 giin)
AK4 | 07.12.2006 | 158 (22 hafta 4 giin) | FK6 08.03.2007 | 262 (37 hafta 3 giin)
AKS5 | 12.01.2007 | 94 (27 hafta 5 giin) | HK1 | 07.09.2006 | 91 (13 hafta)

AK6 | 21.02.2007 | 232 (33 hafta 1 giin) | HK2 | 04.10.2006 | 118 (16 hafta 6 giin)
AK7 | 28.03.2007 | 297 (42 hafta 3 giin) | HK3 | 07.11.2006 | 152 (21 hafta 5 giin)
CK1 | 02.10.2006 | 94 (13 hafta 3 giin) | HK4 | 06.12.2006 | 181 (25 hafta 6 giin)
CK2 | 07.11.2006 | 130 (18 hafta 4 giin) | HK5 | 12.01.2007 | 218 (31 hafta 1 giin)
CK3 | 05.12.2006 | 158 (22 hafta 4 giin) | IK1 07.09.2006 | 91 (13 hafta)

CK4 | 12.01.2006 | 191 (27 hafta 2 giin) | IK2 12.10.2006 | 126 (18 hafta)

CK5 | 14.02.2007 | 224 (32 hafta) IK3 07.11.2006 | 152 (21 hafta 5 giin)
CK6 | 15.03.2007 | 254 (36 hafta 1 giin) | IK4 08.12.2006 | 183 (26 hafta 1 giin)
EK1 | 06.09.2006 | 56 (8 hafta) IK5 12.01.2007 | 218 (31 hafta 1 giin)
EK2 | 17.10.2006 | 97 (13 hafta 6 giin) | IK6 15.02.2007 | 252 (36 hafta)

EK3 | 22.11.2006 | 133 (19 hafta) JK1 02.10.2006 | 56 (8 hafta)

EK4 | 04.01.2007 | 176 (25 hafta 1 giin) | JK2 29.11.2006 | 114 (16 hafta)

EK5 | 09.02.2007 | 222 (31 hafta 5 giin) | JK3 09.01.2007 | 155 (22 hafta 1 giin)
FK1 | 06.09.2006 | 77 (11 hafta) JK4 12.02.2007 | 189 (27 hafta)

FK2 | 12.10.2006 | 113 (16 hafta 1 giin) | JK5 27.03.2007 | 232 (33 hafta 1 giin)
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2.1.2. Ornekler

Bu calismada, Sivas bolgesinde Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Kadin Dogum Anabilimdali, Kadiburhanettin Saglik Ocag ve Cayyurt
Saglik Ocagl’ ndan hamilelik baslangicindan itibaren kontrolii yapilan saglikli
yedi anne adayindan her ay fekal ornekler aseptik kosullarda steril plastik kaplar
icerisine alinmistir. Son hacim %20 gliserol icerecek sekilde steril peptonlu su
cozeltisinde homojenize edilerek ikiser ml 50 ml’ lik falkon tiipiine ve 2 ml’ lik
krayo tiiplere dagitilmistir. Falkon tiipiindeki 6rmek DNA hazirlamada
kullanilmus; krayo tiipler -80 °C’ de saklanmistir. Ornek kodlar1, alim tarihleri ve
anne adaylarinin bu tarihte hamileliklerinin kaginci giiniinde oldugu Tablo 2.1 de

listelenmistir.
2.2. Metot
2.2.1. Genomik DNA Oziitlenmesi

Genomik DNA oziitlenmesi Gramley ve Ark. (1999) tarafindan
gelistirilen yontemin modifiye edilmesiyle gerceklestirilmistir.  Falkon
tiplerindeki 2 ml ornek 15 ml TES cozeltisi icerisinde homojenize edildikten
sonra 1.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek, partikiiller ¢oktiiriilmiistiir. Ust faz
yeni bir falkon tiipiine alinarak, 5.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
bakteri hiicreleri c¢oktiiriilmiistiir. Hiicre peleti iizerine 800 pul % 25 siikroz
cozeltisi ve bir kiirdan yardimiyla lizozim konulmus, 37 °C’ de 1 saat inkiibe
edilmistir. Hiicre lizat1 izerine 1 mg/ml Proteinaz K (Stok: 20 mg/ml) , 1.360 pl
1x TE ve 120 ul SDS konulmus ve 37 °C’ de 1 saat inkiibe edilmistir. Ornek
tizerine 400 ul NaCl ve 320 ul %10’ luk CTAB c¢ozeltisi eklenerek 65 °C su
banyosunda 10 dakika inkiibe edilmistir. Falkon tiipiindeki 6érnek dort Eppendorf
tiipe boliinmiistiir. Ornek iizerine 1 hacim fenol, 1 hacim kloroform eklenerek, 1
dakika elde karistirildiktan sonra 10.000 rpm’ de 3 dakika santrifiij edilmis, iist
faz yeni bir tiipe alinmistir. Ust fazlar yeni bir falkonda birlestirilerek, 1 hacim
izopropanol (%99) eklenmis, sonraki basamaklara tekrar Eppendorf tiiplerde

devam edilmistir. DNA yumagi bir pipet ucuyla alinmis, yeni bir tiipe aktarilmis,
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%70 lik etanolle 10.000 rpm’ de 6 dakika santrifiij yapilarak iki kez yikanmistir.
Yumak olusmadiginda; 6rnek 10.000 rpm’ de 6 dakika santrifiij edilmis, pelet
10.000 rpm’ de 6 dakika santrifiij edilerek iki kez yikanmistir. Alkoliin tamami
uzaklastirildiktan sonra, pelet iizerine 300 pl 1x TE eklenmis ve DNA
coziiliinceye kadar 80 °C’ de 20 dakika, -20 °C’ de 20 dakika ardisik sicak-soguk
soku uygulanmistir. Yumak goriilmeyen orneklere 1 pl RNaz (100 mg/ul)

eklenmis ve 37 °C’ de bir saat inkiibe edilmistir.

Ornekler iizerine bir hacim fenol bir hacim kloroform eklenip, 1 dakika
elde karistirildiktan sonra 10.000 rpm’ de 2 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz
tizerine 1 hacim kloroform eklenip, bir dakika manuel olarak karistirildiktan sonra
10.000 rpm’ de iki dakika santrifiij edilmistir. Ust faz iizerine 1/10 hacim 5M
NaCl eklenip karistirildiktan sonra iki hacim %99’ luk etanol eklenmis, tekrar
karigtiritlmis ve 10.000 rpm’de 6 dakika santrifiij edilmistir. Pelet tizerine %70’ lik
etanol eklenmis, 10.000 rpm’ de 6 dakika santrifiij edilerek iki kez yikanmistir.
Ornek oda sicakliginda hafif nemli kalacak sekilde kurutulmus, pelet iizerine 100

ul 1x TE eklenip, DNA ¢oziiniinceye kadar 65 °C’ de inkiibe edilmistir.
2.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA oziitlerinin kalitesi ve miktar1 %0,8” lik agaroz jelde incelenmistir.
Bunun i¢in; 1,2 gr agaroz, 150 pul 1x TAE tamponunda kaynatilarak ¢oziilmiistiir.
Agaroz ¢ozeltisi 40 °C’ ye kadar sogutulmustur. Sogutmadan sonra 10 pl etidyum
bromiir c¢ozeltisi (10 mg/ml) eklenmistir. Agaroz jel, jel tankina dokiilmiis ve
taraklar yerlestirilmistir. Jel katilastiktan sonra taraklar c¢ikarilmig, 1x TAE
tamponu ile doldurulan elektroforez sistemine yerlestirilmistir. Bes ul DNA
ornegi, 1 pl 6x yiriitme tamponuyla yiiklenmistir. Orneklerin yiiklenmesinden
sonra 500ng DNA molekiiler agirlik belirteci (GeneRuler DNA Ladder Mix,
Fermentas, 1 kb) ilk kuyuya yiiklenmistir. 50 mA’ de 3 saat siireyle elektroforez
yapilmis ve DNA miktar ve kalitesi jel dokiimantasyon sisteminde (GeneLine,

ABD) incelenmistir.
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2.2.3. 16S rDNA Bolgesinin PCR Reaksiyonu

Bu metot 16S ribozomal RNA (rRNA) bolgesinin ¢ogaltilmasini temel

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

Ileri primer 16S rRNA genlerinin 5° ucuna komplementer iken, geri
primer 3’ ucuna komplementerdir. Iki ul kalip DNA (yaklasik 200 ng)
kullanilmistir. Cogaltma islemi 5 ul PCR tamponu (10x), 3 ul MgCl12 (25 mM),
32 ul steril distile su, 1 plileri oligo 10 pmol/ ul, 1 pl geri oligo 10 pmol/ pl, 5 pul
dNTP (10x), 0,1 ul Tag DNA polimeraz (5 u/ pl) olmak iizere 50 ul toplam
reaksiyon hacminde gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu asagidaki program

kullanmilarak gerceklestirilmistir (Thermo Electron Corp., ABD).
Adim 1: 5 dakika 94 °C
Adim 2: 1 dakika 94 °C (denatiirasyon)
Adim 3: 1 dakika 58 °C (yapisma) 40 dongii
Adim 4: 1 dakika 72 °C (uzama)

Adim 5: 10 dakika 72 °C (son uzama)
2.2.4. Cogaltim Uriinlerinin Ayrilmasi

PCR reaksiyonunu tamamladiktan sonra, ¢ogaltilan iiriinler %0,8" lik
agaroz jelde ayrilmistir. Yiiriitme i¢in 5 pl cogaltma iiriinii mineral yagin altindan
alinarak 1 pl 6x yiiriitme tamponu eklenmistir. Orneklerin yiiklenmesinden sonra
1 ul DNA molekiiler agirlik belirteci ilk kuyuya yiiklenmistir. Elektoforez 50 mA’
de gerceklestirilmistir. Cogaltma {iriinleri jel dokiimantasyon sisteminde
gorilintiilenmistir. Yaklasik 1.500 b¢ DNA parc¢a biiyiikliigii hedef ¢ogaltmanin

basarildigin1 gostermistir.
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2.2.5. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Ik olarak orneklerin hacmini 150 pl’ ye ayarlamak icin 100 ul 1x TE
tamponu eklenmistir. Iki hacim kloroform/izoamil alkol ¢oziicii eklenmis ve
karigtirtlmistir. Bundan sonra ornekler 4.000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Sulu faz yeni bir Eppendorf tiipe alinip, karistirilmistir. Bundan sonra, 450 pl
%99’ luk etanol eklenmis ve karistirilmistir. Ornekler 10.000 rpm’ de 15 dakika
santrifiij edilmistir. DNA peletini elde ettikten sonra, sivi faz uzaklagtirilmistir.
Peletler 500 pl %70’ lik etanolle yikanmistir. Bes dakika 10,000 rpm’ de
santrifiijden sonra, etanol uzaklastirilmis ve peletler oda sicakliginda kurumaya
birakilmigtir. Son olarak, peletler 30 ul 1x TE’ de ¢oziilmiig, —20 °C’ de

saklanmustir.
2.2.6. Restriksiyon Parcasi Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Cogaltim tiriinlerinden, restriksiyon enzim kesimlerinin her biri igin 15 pl
kullanilmistir. Kesim, 5 ul restriksiyon enzim tamponu (10x), 28,5 ul steril distile
su, 15 pl (yaklasik 1 pg) PCR iiriinii, 1,5 pl (10 u/ul) restriksiyon enzimi
kullanilarak 50 pl son hacminde gergeklestirilmistir. Taq I ve Hae 111 restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullamilmistir. Tag I kesimi 65 °C’ de gerceklestirilirken,
Hae 11 kesimi 37 °C’ de gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimlari 6 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Tag I enzimi reaksiyon baglangicinda ve 3 saat sonra
olmak {lizere iki asamada konulmus ayrica Orneklerin buharlasmasini 6nlemek

icin, drneklerin tizeri mineral yag ile ( yaklagik 50 pl) kaplanmugtir.
2.2.7. Kesim Uriinlerinin Saflastirilmasi

Kesimden sonra, ¢rneklerin hacimleri 1x TE tamponuyla 100 ul’ ye
tamamlanmistir. Kloroform saflastirmasi 2 hacim kloroform/izoamil alkol ¢oziicii
kullanilarak gerceklestirilmistir. Saflastirmadan sonra, sulu faz 1/10 hacim 3 M
sodyum asetat c¢ozeltisi (pH 5,2) iceren yeni bir Eppendorf tiipe alinip,
karistirilmistir. Iki bucuk hacim %99’ luk etanol eklenip, karistirilmistir. 10,000
rpm’ de 15 dakika santrifiijden sonra siv1 faz uzaklastirilip, DNA peletleri 300 ul
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%70 etanolle yikanmistir. Etanol uzaklastirilmis ve Ornekler oda sicakliginda

kurutulmustur. Son olarak, érnekler 15 pul 1x TE’ de ¢oziindiirtilmiistiir.
2.2.8. Kesim Uriinlerinin Ayristirilmasi

Kesilen parcalar %1,8 agaroz jelde ayristirllmistir. Bunun igin, 6,3 gr
agaroz 350 ml 1x TAE tamponunda kaynatarak coziilmiistiir. 45 °C’ ye kadar
sogutulduktan sonra 30 ul etidyum bromiir (10 mg/ml) eklenmistir. Jel,
katilagtiktan  sonra, taraklar ¢ikarilmistir. Tank 1x TAE tamponuyla
doldurulmustur. Orneklerden 4> er ul, 2 ul 6x yiikleme tamponuyla birlikte
kuyulara yiiklenip, ilk kuyuya 500 ng DNA molekiiler agirlik belirteci (1 kb)
yiiklenmistir. Son olarak ilk 60 dakika 30 mA’ de olmak iizere, 80 mA’ e

cikarilarak 8 saat elektroforez gerceklestirilmistir.

2.2.9. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE) ile

Ayristirilmasi

Poliakrilamit jel elektroforezi 35x45x4 mm boyutlu camlar arasinda
gerceklestirilmistir. Camlar iyice temizlenip etanol ile silindikten sonra, jelin
yapismast istenilen cama silan ¢ozeltisi diger cama ise yagmur kaydirici soliisyon
(444, Rain Dance) siirlilmiistiir. Poliakrilamit jel i¢in (%6’ lik); 15 ml akrilamit
cozeltisi, 10 ml 10x TBE cozeltisi, 69 ml distile su, 6 ml gliserol distile suyla 100
ml’ ye tamamlanmis ve jeli dokmeden hemen once 800 ul %10’luk amonyum per
siilfat ¢ozeltisi, 100 pl tetrametilendiamin (%99) eklenmistir. Iki saat
polimerlesmeye birakilan jele 2 pl 6x yiikleme tamponuyla birlikte 4 ul kesim
iiriinii ile yiikleme yapilmistir. Ilk kuyuya her gurubun ilk 6rnegi 95 °C’de 5
dakika denatiire edilerek yiiklenmistir. Ornekler yiiklendikten sonra, iki kuyuya 1
ul molekiiler agirlik belirteci yiiklenmistir. Elektroforez 150 mA’de 12 saat

siireyle gerceklestirilmistir.

Elektroforezden sonra DNA bantlart Qu ve Ark. (2005) yayimladig:
boyama yontemi kullanilarak boyanmistir. Bunun icin jel 2,5 It hacimde %25

etanol, %1 nitrik aisit, %0,2 giimiis nitrat iceren cozeltide 10 dakika tespit ve
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boyama yapildiktan sonra, 3 dakika siireyle iki kez distile suyla yikanmistir. Daha
sonra jel DNA bantlar1 goriiniinceye dek, %3 sodyum karbonat, %0,2 formaldehit
iceren c¢oOzeltide bekletilmis, bantlar belirginlestikten sonra reaksiyon %10’luk

asetik asit ¢cozeltisinde 2-5 dakika bekletilmistir.
2.2.10.Veri Analizi

Restriksiyon profilleri, Power Mac G4 markali bilgisayarda PAUP
(Pylogenetic Analysis Using Parsimony) programi 4.0b10 (Altivec) versiyonu
araciligiyla analiz edilmistir. Bant profilleri 600 b¢ DNA molekiiler agirlik
belirtecinden baglayarak asagiya —molekiill agirliginin azaldigi yone- dogru
isimlendirilmistir. Jelde tam olarak goriinmeyen ve ihmal edilebilir derecede az ve
devamsiz bantlar ihmal edilmistir. Ornek miktarindan dolay1 bant profilleri tam
olarak goriinmeyen AK?2 Ornegi hari¢, soldan saga dogru restriksiyon profilleri
bantlarin varligina ya da yokluguna goére; mevcut bantlar “1”, olmayanlar “0”
olarak kodlanarak bir veri matrisi olusturulmustur (Tablo 2.2). Bu veri matrisi
UPGMA (unweighted pair-group method wusing arithmetic averages)

dendrograminda goriintiilenmistir.
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Tablo 2.2. Molekill agirligina gore yukaridan asagiya dogru degerlendirilen bant
profillerine verilen isimler ve sagdan sola bant varligina goére kodlanmis veri matrisi

Sira Kod Veri Matrisi

1 B2.19 11111001100000000011000100011110100000
2 B2.14 01000100000000000001000100010001 100000
3 B2.17 11111010111000010001000100001111100010
4 B2.10 00000001010000100000000000000011010011
5 B1.11 11000000001000101101110000011001010011
6 AlS8 11111111111110101000011111111111101011
7 B2.9 00000011011100000000000000101010000000
8 B1.10 01000000000000111111110000000000000000
9 Ad 11111111111100111011110100011101010111
10 B2.6 01011100000000000000010101110111110011
11 B2.5 01011100000000000000010101110111110011
12 A7 11111111111111111111011111101110111000
13 A2 01011001100011111000101111110011101011
14 B1.4 01111100011101011111000001000000100000
15 B2.8 01100001010000000010100101001100000011
16 B2.3 00101110101100001000000000001111010011
17 B2.16 11111001110001110000011000001111100000
18 Al6 1111101111111 1111111111111111111011111
19 AlS 11111011101 1111111111111 11111111
20 B2.2 11100111111100000000001101001101100001
21 B2.18 01110111110000000000000100001110100000
22 B2.4 11011000000011000000000010111111001000
23 A3 11011111011110111000000010110010101001
24 Al7 01111110111111111101011111111111101011
25 A9 01111110001010111001110111111111111011
26 B1.9 01111010001011111001110000000000000000
27 All 11111110101110111111111111111110101011
28 Al4 11111111ttt 11111111
29 Al3 11111111ttt 11111111
30 B1.3 00000010001111111111111111100000011111
31 B2.1 00000010111110100100001001111101000000
32 B2.7 01000001010000000011100100001110000000
33 Al12 ooortt111t1111111111120111111111111
34 B1.7 00000001110000110011000110000001 100000
35 A8 11111110011001111101110101111111111011
36 B2.13 11111111111000000000000100000000000000
37 B1.6 00000001000001110111100110001001001000
38 B2.12 11111101000000000000000000000000000000
39 Al 00010000100111111011101110111111111000
40 B1.2 00000011111111101111111001100000000010
41 B2.15 11111001110000111000000000000010100000
42 B2.11 11111100000000000000000000000000000000
43 A10 11111111111110111111110111111111100010
44 A6 11111111111111111101111000101110110010
45 B1.1 00100011111111111101111101000000010011
46 B1.8 11010101101001110001100000000010000001
47 B1.5 00000001111110111101100101000001000000
48 AS 11111111111010101101110110101110110001
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3. BULGULAR
3.1. Genomik DNA Oziitleri

Sekil 3.1 ve 3.2’ de oziitlenen DNA’ larin kalitesi %0,8’ lik agaroz jelde

kontrol edilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 3.1. Baz1 par¢alanmis genomik DNA’lar. M. 1kb Molekiiler Agirlik Belirteci; 1-2.
EK1; 3-4. EK2; 5-6. EK3; 7-8. FK1; 9-10. FK2; 11. FK3; 12. FK3; 13. FK4; 14-15. CK3

Sekil 3.2. Baz1 parcalanmamis genomik DNA’lar. M. 1kb Molekiiler Agirlik Belirteci; 1.
AK®6; 2. CK3; 3. CKS5; 4. EK2; 5. EK3; 6. FK2; 7. FK3; 8. FK4; 9. IK2; 10. JKS
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3.2. 16S rDNA Bolgesinin PCR Reaksiyonu

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

— —— — — N ——
- e e

Sekil 3.3. Bazi DNA oziitlerinin 16S rDNA gen bolgesinin PCR reaksiyonu. 1. 1kb
Molekiiler Agirlik Belirteci; 1. AK1; 2. AK2; 3. AK3; 4. AK4; 5. EK1; 6. EK2; 7. EK4;
8. EKS5; 9. FK1; 10. FK2; 11. AKS; 12. AK6; 13. EK3

3.3. RFLP
A C E F H I J
m||z 3 4.5 6 7|||23455”1234s|||2345H|2345H113456H|2345
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Sekil 3.4. Taq I kesim iiriinlerinin %1,8 lik agaroz jeldeki goriintiileri. M) 1kb Molekiiler
Agirlik Belirteci. A) 1. AK1, 2. AK2, 3. AK3, 4. AK4, 5. AKS, 6. AK6, 7. AK7. C) 1.
CKl, 2. CK2, 3. CK3, 4. CK4, 5. CKS5, 6. CK6, E) 1. EKI1, 2. EK2, 3. EK3, 4. EK4, 5.
EKS. F) 1. FK1, 2. FK2, 3. FK3, 4. FK4, 5. FK5. H) 1. HK1, 2. HK2, 3. HK3, 4. HK4, 5.
HKS. ) 1.IK1, 2. IK2, 3. IK3, 4. IK4, 5. IKS5, 6. IK6. J) 1.JK1, 2. JK2, 3. JK3, 4. JK4, 5.
JKS
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PCR fiiriinleri Taq I ve Hae 111 restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile ayr1
ayn kesilmis ve parcalar %1,8’ lik agaroz jelde ayristirilmistir (Sekil 3.4, Sekil
3.5)

A C E F H I J

123456“12345||12345||12345||123456H12345

M|12 3456 7‘

Sekil 3.5. Hae Il kesim iriinlerinin %1,8" lika garoz jeldeki goriintiileri. M) 1kb
Molekiiler Agirlik Belirteci. A) 1. AK1, 2. AK2, 3. AK3, 4. AK4, 5. AKS, 6. AK6, 7.
AK7.C) 1. CKl1, 2. CK2, 3. CK3, 4. CK4, 5. CKS5, 6. CK6, E) 1. EK1, 2. EK2, 3. EK3, 4.
EK4, 5. EKS. F) 1. FK1, 2. FK2, 3. FK3, 4. FK4, 5. FK5. H) 1. HK1, 2. HK2, 3. HK3, 4.
HK4, 5. HKS. 1) 1.IK1, 2. IK2, 3. IK3, 4. IK4, 5. IKS5, 6. IK6. J) 1.JK1, 2. JK2, 3. JK3, 4.
JK4,5.JK5

3.4. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

ile Ayristirilmasi

Hae 11T ile kesilmis aymi Ornekler %6’lik poliakrilamit jelde tekrar
yliriitiilmiistiir. Sekil 3.6° da “D” ile gosterilen 95 °C’ de 5 dakika denatiire
edilmis her gurubun ilk Ornegi renatiire oldugu icin, analizlerde g6z Oniinde

bulundurulmamustir.
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E F H I J

M DI1234567 D123456 D12345 D12345D12345 M DI23456D123F 45
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Sekil 3.6. Hae Il kesim iiriinlerinin %6’ lik poliakrilamit jeldeki goriintiileri. M) 1kb
Molekiiler Agirlik Belirteci. D) Denatiire edilerek yiiklenmis grubun ilk ornegi. A) 1.
AKI, 2. AK2, 3. AK3, 4. AK4, 5. AKS, 6. AK6, 7. AK7. C) 1. CKl, 2. CK2, 3. CK3, 4.
CK4, 5. CKS5, 6. CK6, E) 1. EK1, 2. EK2, 3. EK3, 4. EK4, 5. EKS. F) 1. FK1, 2. FK2, 3.
FK3, 4. FK4, 5. FK5 6. FK6. H) 1. HK1, 2. HK2, 3. HK3, 4. HK4, 5. HKS. I). 1.IK1, 2.
IK2, 3. IK3, 4. IK4, 5. IKS, 6. IK6. J) 1.JK1, 2. JK2, 3. JK3, 4. JK4, 5. JK5
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3.5. Analiz

B2 e

Bi

Sekil 3.7. Bant varligina gore kodlanmis veri matrisinin UPGMA dendrograminda
goriintiisii. A) Kararlt bantlar, B1) Yari kararli bantlar, B2) Kararsiz bantlar.
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Restriksiyon profil verileri Tablo 2.2” deki gibi kodlandiginda elde edilen
UPGMA dendrogrami Sekil 3.7’ deki gibidir. A, B1 ve B2 olarak gosterilen
gruplar sirastyla kararli, yar1 kararli ve kararsiz mikrofloray: isaret etmektedir.

Kararli mikrofloray: isaret eden bant profilleri Sekil 3.8” de gosterilmistir.

F

A
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Sekil 3.8. Dendrogramda goriilen A grubu (kararli) bant profillerinin poliakrilamit jelde
goriintiileri

A grubu bantlarin tiim anne adaylar arasinda gebeligin ilk ii¢c aylik (ilk
trimester), ikinci ii¢ aylik (ikinci trimester) ve ii¢iincii ii¢ aylik (ii¢lincii trimester)
periyotlarinda ve toplam goriilme sikliklar1 yiizde olarak Tablo 3.1° de
gosterilmistir. Sekil 3.9” da ise A grubu bantlarin gebelik donemlerine gore artis,

azalis ve degismezlikleri sematize edilmistir.
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Tablo 3.1. A grubu bantlarin tiim anne adaylar1 arasinda gebeligin ilk ti¢ ayhk (ilk
trimester), ikinci iic aylik (ikinci trimester) ve lciincli ic aylik (ligiincii trimester)
periyotlarinda ve toplam goriilme yiizdeleri

Kararh Anne Adaylar1 Arasinda Goriilme Sikhklar: (%)
Bantlar
IIk Trimester ikinci Trimester Uciincii Trimester Toplam
Al8 71 71 100 82
A4 57 76 80 74
A7 71 86 80 74
A2 43 67 60 61
Al6 100 100 80 95
Al5 100 95 90 95
A3 57 43 80 55
Al17 71 81 100 79
A9 57 71 90 71
All 86 81 90 84
Al4 100 100 100 100
Al3 100 100 100 100
Al2 86 90 100 92
A8 71 76 70 79
Al 57 67 40 61
Al10 71 86 90 84
A6 86 71 80 76

AS 71 67 70 71
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Sekil 3.9. A grubu bantlarin gebelik donemlerine gore artis, azalis ve degismezlik
grafikleri. a) artan bantlar; b) azalan bantlar c) sabit bantlar
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4. TARTISMA ve SONUC

Saglikli bir kalin bagirsak biiyiik oranda bifidobakteri ve laktobasil gibi
yararli bakterilerce donanmistir. Bu bakterilerin konagin patojen bakterilere karsi
direncini arttirmak, bagisiklik sistem fonksiyonlarini diizenlemek, cesitli yararl

metabolitler sentezlemek gibi bir¢ok yarari vardir.

Kuskusuz bir bebegin yasaminin ilk evrelerinde bagisiklik sisteminin
gelismesi, karsilastigi patojen bakterilere karsi direnci, saghkli digkilamasi
oldukca Onemlidir.  Fetiisun steril oldugu ve bagirsak kolonizasyonunun
yenidoganlarin dogum kanalindan gecis sirasinda anneye ait fekal ve vajinal
bakteriler ile kontaminasyonuyla basladig1 fikri genis Olciide kabul gormiistiir
(Isolauri ve Ark., 2001; Mackie ve Ark., 1999). Ancak kalin bagirsak
kolonizasyonunun dogumdan 6nce baslayabilecegine dair birtakim yeni bulgular
mevcuttur (Schultz ve Ark., 2004, Jimenez ve Ark., 2005). Bu bulgulara gore
hamilelik siiresince plasentadan fetiise Ozellikle bazi laktik asit bakterileri
tasinmaktadir. Bu durumda anne kalin bagirsak mikroflorasi fetiisiin bakterilerle

tanismasinda ilk ve 6nemli faktorlerden biri olabilir.

Anne siitii bebek kalin bagirsak mikroflorasinin gelisiminde en onemli
faktordiir. Siitte bulunan bakterilerin orijini heniiz tartisilmakla birlikte, 6zellikle
baz1 tiirlerin (6rnegin; probiyotik Ozellik gosteren laktik asit bakterileri) anne
bagirsagindan endojen yollar ile meme bezlerine gecerek kolonize oldugu 6ne

siiriilmektedir (Martin ve Ark., 2003).

Bu bulgular anne kalin bagirsak mikroflorasinin modiile edilebilecegi ve
bunun da bebek saghg iizerinde dogrudan bir etkisinin olabilecegini
gostermektedir. Bu durumda bakteriyoterapi ve probiyotikler konusunda yeni
ufuklar agilabilir. Zira son zamanlarda genellikle taze ve dogal besin maddelerini
kapsamayan diyet sekillerinden olusan, yeni beslenme aligkanliklar
edinilmektedir. Bebek beslenmesinde ise cesitli mama formiilasyonlari

emzirmenin yerini almaktadir. Beslenme rejimindeki bu degisiklikleri
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dengeleyebilecek cesitli teknolojik iiriinler gelistirilmelidir. Bu iiriinlerin temel

kaynag yine saglikli insanda bulunan dogal endojen mikrofloradir.

Giiniimiizde bu amaca hizmet eden iriinler mevcuttur. Pazar paylar
oldukca biiyiik olan bu tip iiriinlerin giivenilirligi tartisma konusudur. Bu durum

bu alanda yapilacak caligmalari tesvik etmektedir.

Gelismekte olan iilkelerde, 6zellikle kirsal kesimde, bebeklerin emzirme
ile beslenmesi ve ayn1 zamanda fermente iiriinlerin geleneksel yontemlerle yapimi
ve tiikketimi oldukca yaygindir. Bu nedenle kirsal kesimde yasayan niifusun,
kentlere ve gelismis iilkelere oranla, ¢cok daha zengin, yararli bir kalin bagirsak
mikroflorasina sahip oldugunu varsaymak miimkiindiir. Boyle bir o6rnekleme
grubundan hamilelik donemi ve dogum sonrasini kapsayan siirecte anne-bebek
bagirsak mikrofloras: iligkisinin ortaya c¢ikarilmasi diinya literatiiriindeki diger
calismalardan kuskusuz farkli olacaktir. Ayrica anne kalin bagirsak, siit ve bebek
kalin bagirsak mikofloralarini birlikte ele alan kapsamli bir ¢alisma heniiz mevcut
degildir. Boyle bir ¢alisma bu mikrofloralar arasindaki iligkiyi aydinlatacak ve
saglikli anne kalin bagirsak mikroflorasinin  bebek {izerindeki ©Onemini
vurgulayacaktir. Bu nedenle hamilelik siirecinde anne kalin bagirsak

mikroflorasinin tanimlanmasi, ilk basamagi teskil etmektedir.

Kararli mikroflora olarak belirlenen bant profilleri daha sonra siit ve
bebek kalin bagirsak mikroflorast ile de karsilastirilacaktir. Boylelikle her ii¢
ornek grubunda da kararli olan profillerin hangi bakteri suslarina ait olduklar

klonlama ve dizi analizi ile aydinlatilacaktir.

Kalin bagirsak mikroflorasinin tayini icin, kiiltire bagimli tekniklerin
tercih edilmemesinin nedeni kuskusuz bu organizmalardan bir¢cogunun kiiltiir
kosullar1 hakkinda yetersiz bilgiye sahip olunmasi ve anaerobik gruplarin
cogaltilmasindaki giicliiklerdir. Dogrudan DNA o6ziitlenmesi ile bu sorunlarin

asilmasi amaclanmustir.

Fekal ornekler PCR verimini diisiiren bilesikler (fenolik bilesenler ve

demir gibi) icermektedir. Ozellikle hamileligin iigiincii ayindan itibaren anne
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adaylarinin kullandigr demir ekleri DNA o6ziitlenmesi sirasinda birtakim sorunlar
yaratmistir. Bu nedenle yikama daha biiyik hacimde ve birkac kez
gerceklestirilirken, fenol kloroform basamaklari ornek kirliligine bagli olarak
arttirlmistir. Oziitleme ilk olarak 1,5 ml’ lik Eppendorf tiiplerde gerceklestirilmis,
ancak yeterince hiicrenin par¢alanmadigi goriilmiistiir. Bu nedenle hiicrelerin 50
ml’ lik falkon tiiplerde daha biiyiik hacimde par¢alanmasi uygun goriilmiistiir. Bu

islemden sonra elde edilen DNA miktar1 ve kalitesinde artis goriilmiistiir.

DNA peletini ¢ozmek igin uygulanan 80 °C’ de 20 dakika, -20 °C” de 20
dakika ardisik sicak-soguk soku DNA’ nin kismen parcalanmasina neden olmus
(Sekil 3.1), ancak bu islem 65 °C’ de 5-10 dakika DNA ¢oziiliinceye kadar
gerceklestirildiginde bu sorun biiyiik olciide asilmistir (Sekil 3.2).

Bir¢ok molekiiler metodoloji rRNA ve kodlandigi genlerin kullanimini
esas almigtir. Tiim rRNA dizilerinin birincil yapilari, mikroorganizma tiirlerinin
saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in olduk¢a uygun, degisken ve korunmus boliimleri
(domain) igerir (Vaughan ve Ark., 2000). Bu nedenle PCR araciligiyla 16S rRNA
gen bolgesi biitiin bakteri gruplarinin 16S rRNA gen bolgesine 6zgii evrensel

primerler kullanilarak ¢cogaltilmistir (Sekil 3.3).

Taq 1 diisiik G+C igerigine sahip gruplar1 tammmlamayi1, Hae III yiiksek
G+C icerigine sahip tiirlerin tamimlamay1 kolaylastirir. Ornegin; bircok enterokok
tiriin tanimlanmasinda Hae III enzimi (Bulut ve Ark., 2005), Lactobacillus

tiirlerinin tanimlanmasinda ise Taq I daha bilgi vericidir (Yavuz ve Ark., 2004).

Sekil 3.4’ de goriildiigii gibi Hae III daha zengin bir bant profili ortaya
cikardigi i¢in parmak izi analizinde bu enzimle kesilmis 6rneklerin kullanilmasina
karar verilmistir. Her iki enzimle birden kesilmis 6rneklerin daha bilgi verici bant

profili sergileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Kesim sonras1 agaroz jelde ¢ok sayida yogun bant profilleri goriilmiistiir.
Bu profillerin bircok banttan meydana geldigi diisiiniilmiistiir (Sekil 3.3-3.4). Bu
nedenle Hae III ile kesilmis aym1 ornekler daha ayiric1 olan %6’lik poliakrilamit

jelde tekrar yiiriitiilmiistiir. Yaklasik 100-2000 bg ¢oziiniirliige sahipken, %6’ lik
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poliakrilamit jel yaklasik 70-450 bg¢ ¢oziiniirliige sahiptir (Sambrook and Russel,
2001). Agaroz jel (%1,8° lik) ile poliakrilamit jelde elde edilen bazi bant
profillerinin molekiil agirliklart uyusmamistir. Bu durumun bu iki jelin arasindaki

cozme farkindan kaynaklandig: diistintilmiistiir.

Poliakrilamit jelde yiirlimeden veya 6rnek miktarindan kaynaklanan bazi
secilemeyen noktalarin var olmasina karsin, genel olarak bant profillerine
bakildiginda; i) bir ya da birkag¢ kez goriiniip kaybolmus, ne gruplarin kendi i¢inde
ne de gruplar arasinda rastlanan bantlar, i1) herhangi bir grubun kendi igerisinde
kararli ancak gruplar arasinda pek rastlanmayan bantlar iii) genellikle biitiin
gruplarin biitiin aylarinda rastlanan bantlar mevcuttur. Dendrogramda bu kararsiz
bantlar B2 grubu altinda toplanmustir. Ozellikle tiim gruplarda belirli bir ayda
goriiniip kaybolan bantlar hamilelik siirecine 6zgii ¢esitli fizyolojik degisimler
sonucu ortaya ¢ikan tiirleri isaret edebilir. Hamile olmayan birka¢ kontrol 6rnegin
kullantmi bu bant profillerinin hamilelige 6zgii olup olmadiginin anlasilmasi
acisindan onemli olabilir. Bir ya da birka¢ 6zgiil, ancak devamlilik gostermeyen
bantlarin kisiye 6zgiil mikrofloray: isaret ettigi varsayilmistir. Dendrogramda bu

yar1 kararli bantlar B1 grubu altinda toplanmistir.

Burada iizerinde durulan profiller, tiim gruplarda devamlilik gosteren
bant gruplart olmustur. Dendrogramda bu kararli mikroflora A grubu altinda
toplanmistir. Bu bantlardan herhangi ikisi veya daha fazlas1 bir mikroorganizma
grubunun restriksiyon kesim iiriinleri olabilmekle birlikte genel olarak degismez
mikroflora hakkinda bilgi verebilir. Saglhikli bir mikroflorada 6zellikle
Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi sagaltict cinslerin agirlikta oldugunu
diisiiniiliirse, bu bant profillerinin bir yandan da yararli mikrofloraya isaret ettigi
ileri siiriilebilir. Bu bilgi, ayn1 gruplarin siit ve bebek bagirsak mikrofloralariyla
karsilastirildiginda endojen yollar ile mikroorganizma gecisinin anlasilmasinin

miimkiin olacagi umulmaktadir.

Tablo 3.1’ de A grubu bantlarin tiim anne adaylar1 arasinda gebeligin ilk
ikinci ve iigiincii ti¢ aylik donemlerinde ve toplam goriilme sikliklar: yiizde olarak

gosterilmistir. Bu oranlar Sekil 3.9’ daki gibi sematize edildiginde; toplam 18
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bandin 10’ u gebeligin son donemine dogru artis géstermis, 4’ Ui sabit kalmis, 3° i
ise azalmistir. Hamilelikte meydana gelen hormonal degisimler bu tablonun

olusmasini tetiklemis olabilir.

Bu calisma, gelecekte bu alanda yapilabilecek bircok calismay1
cesaretlendirmelidir. Kalin bagirsak mikrobiyotasimin  biyoaktif bilesenlerin
doniisiimiindeki roliiniin anlasilmasi, metabolitlerin bagirsak epiteli iizerindeki
veya emiliminden sonra sistemik etkilerinin calisilmasi, sagaltic1 bakterilerin
bagisiklik modiilasyonuna molekiiler ag¢idan yaklasilmasi, saglifa uygun
fonksiyonel bilesenlerin gelistirilmesi, farkli hasta ve populasyon gruplari icin
yeni tedavilerin gelistirilmesi ve tiiketici beklentilerine yonelik fonksiyonel besin

gelistirilmesi bunlar arasinda sayilabilir.
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7. EKLER

Ek 1. Kimyasallar

No Kimyasal Kod

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

6 Tetrametilendiamin (TEMED) Merk 1107320

7 dNTP Set Fermentas R0O181
8 B-Merkaptoetanol Merk 444203

9 Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) Merk 324503

10 izopropanol Merk 818766

11 Sodyum Asetat Merk 567418

12 Tris Sigma 93362

13 Sodyum Kloriir Merk 567441

14 Gliserol Merk 356352

15 Borik Asit Merk 203667

16 Glasiyel Asetik Asit Merk ACS003

17 [zoamilalkol Merk 818969

18 Formaldehit Merk 344198

19 Kloroform Merk 822265

20 Etanol Merk 107017

21 Sukroz Amresco 0335

22 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Amresco 0227

23 Agaroz Bioron 604001

24 Bromfenol Mavisi Amresco 0449

25 Etidyum Bromiir Amresco 0492

26 Giimiis Nitrat Applichem A3944
27 Akrilamit Sigma A9099

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

30 Amonyum Per Siilfat Applichem A2941
31 Nitrik Asit Merk NX0412

32 Sodyum Karbonat Merk 106392

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

36 Setil Trimetil Amonyum Bromiir (CTAB) Biochemica A6284
37 8-Hidroksikinolin Sigma H6878
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Ek 2. Oligoniikleotitler Restriksiyon Enzimleri ve dNTP

1. Ege 1 Primeri

EGE 1: 5-AGAGTTTGATGATCCTGGTCG -3°

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

2. Ege 2 Primeri

EGE 2: 5"- CTACGGCTACCTTGTTACGA -3~

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

3. Taq 1

5- TVCGA—3’

Hae 111

5-GG vCC -3

4. ANTP (10x)

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

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

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

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

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

3. 50x TAE

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

4. Sodyum Kloriir (5 M)

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

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

Sodyum asetat (408,1 g) 800 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH glasiyel
asetik asitle 5,2’ ye ayarlandi. Hacim distile suyla 1000 ml’ ye tamamlandi.

Cozelti 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
6. TE (40x)

Tris-C1 (100mM, pH 8)
EDTA (10mM, pH 8)

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

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

100 m!l’ ye tamamlandi.
8. SDS (% 10)

SDS (10 gr) 80ml distile suyla 68°C’ de 1sitilarak ¢oziindiiriildii, HCl ile

pH 7,2’ ye ayarland1 ve son hacim distile suyla 100 ml’ ye tamamlandi.
9. Sukroz Cozeltisi (% 25)

Sukroz (25 gr) bir miktar 1x TE’ de ¢oziindiiriildii ve hacim 1x TE ile

100 ml” ye tamamlandi.
10. Fenol

[k olarak, fenol +4 °C’ den ¢ikarilip, oda sicaklifia kadar 1sitild1 ve 68
°C’ de eritildi. Son konsantrasyon %0.2 olacak sekilde hidroksikinolin eklendi.
Daha sonra esit hacimde 0,5 M Tris HCI (pH 8) eklenerek, karisim 15 dakika
karistirildi, iki faz olusmas1 beklendi. Ust faz ayirma hunisiyle uzaklastirildi ve
fenol iizerine esit hacimde 0,1 M Tris HCI (pH 8,0) eklendi. Karigim tekrar 15
dakika karistirildiktan sonra iist faz uzaklastirildi. Oziitlemeye fenolik fazin pH’1
7,8’ den biiyiik oluncaya kadar devam edildi. PH, pH kagidi kullamilarak ol¢iildii.
PH dengelendikten ve son kez iist faz uzaklastirildiktan sonra, 0,1 M Tris HCI’
den (pH 8) 0,1 hacim eklendi. Karigim pargalara ayrilarak -20 °C’ de sakland.
Fenol, kullanmadan 6nce oda sicakligina kadar eritildi, %0,1 B-merkaptoetanol

eklendi.
11. Kloroform izoamil Alkol (19:1)

Kloroform (95 ml) 5 ml izoamil alkolle karistirildi.
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12. Akrilamit Cozeltisi (%40)

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

coziindiiriildiikten sonra, 100 ml’ ye tamamlandi.
13. TBE (10x)

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

cOziindiiriildiikten sonra, 500 ml’ye tamamlandi.
14. TES Tamponu

Bes ml 1 M Tris, Iml 5 M NaCl, 1 ml 0,5 M EDTA distile suyla 100 mI’

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

Alt1 pl markor, 6 pl yiikleme tamponu ve 49 pul distile su karistirilarak

100 ng/ pl konsantrasyon elde edildi.
17. TBE Jel Yiiriitme Tamponu (6x)

Altt ml gliserol, 2 ml 10x TBE ve 12 ml distile su karistirildi, yeterli
rengi elde etmek i¢in bir kiirdan yardimiyla brom fenol mavisi eklendi. Agaroz jel

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

Amonyum per siilfat (0,1 gr) tartilmig, 1000 pl distile suda ¢oziildii. Taze
olarak kullanildi.
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19. Silan Cozeltisi

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



