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OZET

Amacg: Gastrointestinal sistemde bulunan mikroorganizmalar insan viicudunda
besinlerin sindirimine yardimci olmakla birlikte, metabolizmaya da katkida bulunurlar.
Bu mikroorganizmlar, insan hiicrelerine gore sayica yaklasik 10 kat daha fazla bulunup,
adeta viicudun bir organi gibi ¢aligmaktadirlar. Ayrica gastrointestinal sistem ekosistemi
mikrobiyotasinin belli bir dengesi olup, bu denge ¢esitli sebeplerle bozulabilir. Bu
bozulma diyabet, obezite, parkinson, hipertansiyon ve gastrointestinal hastaliklar gibi
cesitli rahatsizliklara yol acabilmektedir. Bu g¢alismada, diabetik hastalarin bagirsak
mikrobiyotasindaki farklilasmanin diyabetik olmayan bireylere gore durumunun

karsilastirilip, arastirilmasi amaglandi.

Materyal ve Metod: Calismaya diyabeti olmayan 137 birey ile diyabet tanis1 almis 100
birey alindi. Diyabetik olan ve olmayan bireylerden alinan diski Ornekleri ile
bakteriyolojik kiiltiir identifikasyon islemleri yapildi ve iireyen bakteri kolonileri
konvansiyonel yontemler ve otomatize tanimlama sistemi kullanilarak identifiye edildi.
Ayrica digkl 6rnekleri gonderilen hastalardan gaitada gizli kan testi ve eszamanli olarak
alinan serum orneklerinde glukoz ve HbA1C degerleri incelemek amaci ile istatistiksel

analizleri yapilarak degerlendirilmeye alindi.

Bulgular: Yapilan degerlendirmeler sonucunda diyabetik hastalarda, diyabeti
olmayanlara goére E. coli gibi gram negatif ve biitirat {iretmeyen bakterilerin
yogunlugunun daha fazla (p= 0,01), sayisal olarak bakteri gesitliliginin daha az, gizli
kan pozitiflik durumunun daha fazla (p= 0,01) ve gastrointestinal rahatsizliklara (%61)

daha duyarl: olduklari tespit edildi.

Sonug¢: Bu sonuglar, metabolik hastalik riski ve etyopatogenezinin belirlenmesinde

mikrobiyotanin bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Gastrointestinal flora, Escherichia coli, Diyabetes Mellitus,

bakteriyolojik kiiltiir identifikasyonu, mikrobiota



ABSTRACT

Aim: Microorganisms in the gastrointestinal tract help the digestion of food in
the human body, as well as contribute to metabolism. These microorganisms are
approximately 10 times more than human cells and work almost like an organ of the
body. In addition, there is a certain balance of the microbiota of the gastrointestinal
ecosystem and this balance can be deteriorated for various reasons. This deterioration
can lead to various diseases such as diabetes, obesity, Parkinson's, hypertension, and

gastrointestinal diseases.

Material and method: The purpose of this study is to compare and investigate
the differentiation of the intestinal microbiota of diabetic patients compared to non-
diabetic individuals. The samples of the study were 100 individuals diagnosed with
diabetes and 137 individuals without diabetes. Bacteriological culture identification
procedures were performed with stool samples taken from individuals with and without
diabetes, and bacterial colonies that grew were identified by conventional methods. In
addition, the stool occult blood test, and the glucose and HbA1C values in serum
samples taken simultaneously from the patients were evaluated by statistical analysis for

the purpose of examination.

Results: As a result of the evaluations, it was determined that the density of
gram-negative and non-butyrate-producing bacteria such as E. coli was higher in
diabetic patients compared to non-diabetic patients (p= 0.01). While bacterial diversity
was less in diabetic patients, their occult blood positivity was much higher (p= 0.01).

Also, they were more sensitive to gastrointestinal disturbances (61%).

Conclusion: These results suggested that microbiota can be used to determine
metabolic disease risk and etiopathogenesis.

Key words: Gastrointestinal flora, Escherichia coli, Diabetes Mellitus, bacteriological

culture identification, microbiota
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1. GIRIS

Viicudun biitiin hiicreleri temel gorevlerini yerine getirmek amaci ile besinlere ihtiyag
duyarlar. Bu ihtiyag; karbonhidratlar, yaglar, proteinler, vitaminler, mineraller ve seliiloz
liflerin viicuda alinmasiyla karsilanir. Besinlerin viicuda alinmasi gastrointestinal sistem
(GIS) vasitasi ile gergeklesir (1, 2).

GIS’in, aldig1 besinleri molekiiler yapilarina ayristirmasi, sindirim sonucu iiretilen
kiiciik molekiilleri kan dolasimina vermesi, sindirime ugramamis besinleri ve diger atik
trinleri viicuttan uzaklastirmak gibi temel gorevleri vardir. Besinler alindiktan sonra sindirim
kanalinda; ilerleme, sindirim, emilim ve bosaltim gibi islemlerden gegerler. Ayrica bu gidalar,
besinlerin sindirim kanalindan uzaklastirllmalarina yardim eden salgilar ve enzimlerle de
karsilasirlar.

Sindirim, ¢igneme ile baglar. Bu asamada yiyecekler kiigiik pargalara ayrilir. Daha
sonra bu gidalar GIS boyunca ilerler ve bu siirecte sindirim enzimleri ile karsilasilir (1).
Sindirim vasitast ile besinler emilime hazir hale gelinceye kadar pargalanirlar. Emilen
besinler, enerji kaynagi olarak kullanilir. Bu enerji kaynag ise viicut bilesenlerinin sentezi,
yeni hiicreler, hormonlar, enzimlerin iiretimi ve atik maddelerin ortadan kaldirilmas: gibi
islemler i¢in 6nemlidir (2-4).

Diabetes Mellitus (DM), genetik ve cevresel faktorlerin birbirleriyle iliskisi sonucu
meydana gelir. Tip 1 diyabet (T1DM), pankreasta insiilin yapimi ve sekresyonundan sorumlu
beta hiicrelerinin zarar gérmesi sonucu ortaya ¢ikar. Tip 2 diyabet (T2DM) ise karaciger, kas
ve yag dokusu gibi periferik dokularda insiilinin metabolik etkilerine kars1 bir direng olusumu
ile birlikte pankreas beta hiicre harabiyeti sonucu olusur. Son yillarda yapilan ¢alismalarin
sonuglari, gerek T1IDM gerekse de T2DM’nin gelisimine sebep olan g¢evresel faktorlerden
birininde de mikrobiyota olabilecegini tespit etmektedir (5). Bagirsak mikrobiyotasindaki
degisiklikler ile olusan disbiyoz, bagirsak gecirgenliginde artis, immiin diizenleyici
mekanizmalarda harabiyet ile pankreas adaciklarindaki beta hiicrelerinin tahribati ile
sonuclanan bir otoimmiin silirece sebep olmaktadir. Ayrica obez olmaya neden olan diyetler
ile tetiklenen doymus yaglar ve disbiyoz, bagirsak gegirgenliginde artis ve inflamatuvar cevap
T2DM olusumuna yol acabilir (5, 6). Bagirsak mikrobiyotas: ile immiinite ve metabolizma
etkilesimi ve bunlarla birlikte diyabet olusma riski; aralarinda yas, diyet, ilaglar, dogum sekli,
fiziksel aktivite ve sigara gibi ¢ok sayida ¢evresel faktorden de etkilenmektedir (6).

Kiiresel kanser vakalarinda, kolereaktal kanser (KRK) iiciincii sirada yer almaktadir.

Son yillarda yapilan calismalar, tam olarak mikrobiyotada bulunan mikroorganizmlar



diizeyinde bir tanimlama yapamamasina karsin, GIS florasnin KRK gelisiminde énemli bir
faktor oldugunu belirtmektedir. Ayrica gesitli ¢alismalarda, Gaitada Gizli Kan Testi’nin
(GGK) KRK’in tespiti ve teshisinde oldukca giivenilir sonuglara ulasilabilecegi ve bu testin
duyarliliginin %30-92, spesifitesinin 0zgiilliigiiniin %90-99 oraninda oldugu bildirilmistir.
Son yillarda yapilan diger ise ¢alismalarda KRK insidansi ve 6zellikle plazma glukoz ve
glikozile hemoglobin A1C (HbA1C) arasindaki iliski aragtirilmistir. 1978 ve 1987 yillari
arasinda Italya’da 21.311 erkek ve 15.991 kadn ile yapilan “Risk faktdrleri ve Yasam
Beklentisi” calismasinda, dokuz epidemiyolojik ¢alismanin birlestirilmis verilerine gore
yiiksek plazma glukoz diizeyleri ile KRK arasinda anlamli bir iligki tespit edilmistir (7).

GIS flora; bagirsaklardan mideye, mideden sinir sistemine kadar ¢ok genis bir bolgeyi
olumlu ya da olumsuz her yonden etkilemektedir. Bu durumu yapilan ve yapilmakta olan bir
¢ok bilimsel calisma desteklemektedir. Dolayisiyla GIS’in 6nemi giiniimiizde daha iyi
anlagiliyor olmakta ve bununla ilgili daha fazla analizler, calismalar ve arastirmalar
yapilmaktadir. Biz de bu ¢alisma ile mevcut arastirmalarin bir parg¢asi olmayi ve hasta diski
orneklerinden, besiyerlerinde kiiltiirtinii yapip DM hastalarina ait diski kiiltiirlerinde iireyen
mikroorganizma tiirlerinin diyabetik olmayan (Non DM) diski kiiltiirleri ile karsilastirip analiz

etmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gastrointestinal Sistem

GIS, sindirim borusu ve aksesuar organlar1 olmak {izere iki boliimden olusmaktadur.
Viicutta kivrilarak uzanan sindirim borusu yaklasik 9 m uzunlugunda olup, agiz, farinks,
0zofagus, mide, ince bagirsaklar, kalin bagirsaklar, rektum ve aniisten meydana gelir. Diger
sindirime yardimc1 olan organlar ise; pankreas, karaciger, safra kesesi ile birlikte disler, dil ve
tiikriik bezlerinden meydana gelir (1, 8-12).

Sindirim borusunun duvarlar1 dort tabakadan olusur. Bunlar disaridan igeriye dogru
seroza, kas tabakasi, submukoza ve mukozadir. Sindirim borusunda meydana gelen
hareketler, hem sindirim ve absorbsiyon i¢in lazim olan kanal i¢inde gidalart hareket ettirir
hem de bagirsak igeriginin birbiriyle karigmasini saglar. Gastrointestinal kanalin temel
ilerletici hareketi peristaltizimdir. Bu hareketler i¢in temel uyar1 bagirsaklarin gerilmesidir.
Bagirsak duvarinin gerilmesine neden olan etken gidalarin bagirsak icinde bir yerde
toplanmasidir. Bagirsak epitelinin fiziksel veya kimyasal irritasyonu da peristaltik hareketi
baslatir. Cesitli salg1 ve enzimler sindirim i¢in gereklidir. Bunlar sindirim borusu duvarlarinda
ya da disindadirlar. Bezler, duktuslar ile kanal igine agilmaktadir. Aminoasitler, mineral
tuzlar, yag ve vitaminler gibi bilesenler sindirim sonucunda a¢iga ¢ikmaktadir (2-4, 6-8, 13).

Torasik ve abdominal aortadan koken alan arterler GIS’e kan getirir. Mide ve
duodenuma gelen kan ¢olyak arterlerden, ince ve kalin bagirsaklarin bir kismina hepatik ve
superior mezenterik arterden, kalin bagirsaklarin distal kismina ve aniise inferior mezenterik
arterden saglanir. GIS’in kan damarlari, splenik dolasimin bir béliimiidiir. Bu dolasimi, dalak,
pankreas, bagirsak ve karacigerdeki kan akimi olusturur (1-3, 6, 13).

Cigneme; besinlerin tiikiiriik salgisiyla karistirilarak, hem 6giitiilmesi hem de viicut
1s1sina getirmek icin yapilan ve sindirim olaymin olusmasi i¢in mideye gonderilmeye hazir
hale getirilmis bir islemdir. Agzin i¢ine alinan besinler tiikiiriik bezlerini uyarir ve tiikiiriik
salgilanmasinda 6nemli bir etkide bulunurlar. Bu bezlerde uyarici etki sonrasi salgilarini bir
kanal ile agiz bosluguna yaparlar(14).

Mide; sindirim kanalinin en genis boliimii olup, diaframin altinda ve karin boslugunun
sol iist kismin yer alan bir sindirim organidir. Midenin temelde 4 fonsiyonu vardir. Bunlar;
besinleri depolamak, o6glitmek, kimiisa doniistiirmek ve sindirimi baslatacak enzimleri
salgilamaktir (15).

Kimiis olusumu mide sivisi vasitasiyla meydana gelir. Bu sivinin bilesiminin biiytik

bir orant sudan (%98) meydana gelmektedir. Diger bilesimlerini ise organik ve inorganik



maddeler olusturmaktadir. Ayrica mide sivisi bir giinde 2 ya da 3 L miktarinda salgilanip,
pH’1 1.1-1.8 arasinda degismektedir (16).

Besinlerin mideden ince bagirsaga gecisi alinan gidalarin fiziksel ve kimyasal

bilesimiyle uyumlu olup yaklasik olarak 2.5 saatte tamamlanmaktadir. Bu gegis peristaltik
hareketler vasitasi ile olmakta, proteinler yaglara gére mideden daha hizli gegerken, sivilarda
katilara gore ince bagirsaga daha hizli bir ge¢is yapmaktadirlar.
Ince bagirsaklar, GIS’in en uzun ve en énemli béliimii olup duodenum, jejunum ve ileum
olmak iizere ii¢ boliimden meydana gelmektedir. ince bagirsagin en 6nemli fonksiyonu
besinlerin sindirimi ile birlikte emilimlerinide saglamaktir. Bu emilim olay1 villus denilen
cikintilar sayesinde gerceklesmektedir (15, 17).

Normal sartlarda ince bagirsak, hem sindrimi ger¢eklestirmek hem de bagirsak
duvarlarinin zarar gérmemesi i¢in giinde 2 ya da 3 L kadar icerisinde sindirim enzimlerini de
barindiran bagirsak sivisi iiretip, salgilar. ince bagirsakta, sindirilen ve emilimi tamamlanan
besinler disinda kalan posa maddelerinin kalin bagirsaga ulagmasi i¢in gegmesi gereken siire,
yaklasik olarak sekiz saattir (18).

Kalin bagirsak, ince bagirsagin etrafini ¢evreleyen, karin bosluguna yerlesmis olarak
bulunan, yaklasik olarak 1.5-2.0 m uzunlugunda ve 7 cm ¢apinda olan, ileumdan baslayip
aniisle biten ve GIS’in son béliimiinii olusturan bir sindirim sistemi orgamdir. Kalin
bagirsagin 3 kismi bulunmaktadir. Bunlar; ¢ekum, rektum ve kalin bagirsagin en 6nemli kismi
olan kolondur. Bu kisimlarda kimyasal sindirim gibi olaylar ger¢eklesmemektedir (19).

Besinlerin, ince bagirsak tarafindan absorbe edilip, kana karigmalari icin yeterince
ogiitilmeleri gerekmektedir. Absorbe edilen besinlerden arta kalanlar (9%20) kalin bagirsaga
gegmektedir. Kalin bagirsak, sindirim sistemindeki fermantasyon olaylarinin oldugu yerdir.
Buraya gelen besinler GIS floras: tarafindan fermente edilirler. Bu fermantasyon sonucunda
kisa zincirli yag asitleri (KZYA), amonyak, metan gazlari, Hp, CO,, fenoller, indoller ve
aminler olusmaktadir (15, 20, 21).

GIS igerisinde olmamasina ragmen sindirim islemlerine yardim eden organlarda
mevcuttur. Bunlar; karaciger ve pankreas olup, sindirim icin gerekli olan salgilar {iretirler.
Ornegin; yaglarin sindirimi igin gerekli olan safra, karaciger tarafindan iiretilmekte ve
salgilanmaktadir (22). Pankreas ise igerisinde sindirim enzimi barindiran salgilarini kanallar
vasitasiyla ince bagirsaga salgilayip, mideden ince bagirsaga gelen ve asit 6zelliginde olan
kimiisun da notrlesmesini saglamaktadir (23).

Normal bir insan émrii siiresince GIS’den tonlarca gida gecmektedir. GIS bu gidalar

gerek sindirerek, gerek absorbe ederek gerekse de fermente ederek insan viicuduna katki
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saglamaktadir. Buna karsin GiS’e disaridan zararli olabilecek mantar, viriis, bakteri gibi
patojenlerde girebilmektedir. GIS ayrica icerisindeki flora ile bu yabanci ve zararli olabilecek
patojenlere karsi siirekli bir miicadele halindedir (20).

2.2. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus, iiretilen insiilinin yetersiz olmasi ya da fonksiyonlarinin ve
salinimmin geregi gibi aktivite gostermemesi durumunda ortaya c¢ikan metabolik bir
rahatsizliktir. Bu metabolik probleme genetik unsurlar sebep olabilecegi gibi cevresel etkenler

de (obezite, sigara, alkol, hareketsizlik) sebep olabilir (24).

Diabetes Mellitus, Tip 1 DM, Tip 2DM, gestasyonel DM ve diger spesifik DM tipleri
olmak tizere 4 kisma ayrilir. Bu siniflandirmay1 yapabilmek ve diabet tanis1 koyabilmek i¢in
kan plazmasindaki glukoz ve HbAL1C degerlerinin 6nemi biiyiiktiir. DM tiirlerinin en yaygin
olan1 T2DM’dir (25).

2.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Mutlak insiilin eksikligine neden olan beta hiicrelerinde problem vardir. Bu probleme
cogunlukla otoimmiinite sebep olur. Cogunlukla 30 yas altinda baslayip hiperglisemi
semptomlar1 ani baglar. Poliiiri, polidipsi, ¢cabuk yorulma, halsizlik, agiz kurulugu, siddetli
kilo kayb1 ve noktiiri mevcuttur. Hastaligin belirti verdigi yasa ve hastaligin evresine gore
sikayetler farklilik gosterebilir. Erken donemlerde noktiiri, politiri, polidipsi, yorgunluk, agiz
kurulugu gibi, semptomlar goriilebilirken, ilerlemis evredeki tani ve tedavisi gecikmis
hastalarda ketoasidoz bulgular1 ile ilk defa miiracaat edilebilir. Diyabetik ketoasidoza
yatkinlik vardir. TIDM, tiim diyabet vakalarmin yaklagik %5-10’unu olusturmaktadir (24,
25).

2.2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Pankreas tarafindan salinan insiilinlerin temel gorevi, mevcut kan sekerinin hiicre icine
alinmasini saglamaktadir. Salinan bu insiiline kars1 olusmus direngten dolay1 kan glukozunun
hiicre i¢ine alinamamasi ya da insiilinin gorevini tam olarak yerine getirememesi nedeni ile
T2DM olusumu gozlenmektedir. Bu metabolik rahatsizlik sonucunda kan glukozu hiicre igine
almamadigindan glukoz enerji liretimi icin kullanilamamaktadir. Cogunlukla 30 yasindan
sonra baglar. Obezite goriilme sikligindaki artiga paralel olarak ¢ocuk ve ergenlik caginda
goriilme siklig1 da artmaktadir. Genetik yatkinlik ile birlikte yasam tarzinin da etkisi vardir.
Hastalar ¢ogunlukla obez veya fazla kiloludur. Baslangicta diyabetik ketoasidoza yatkinlik
yoktur, fakat ilerleyen donemde beta hiicre rezervinin azalmasina bagli olarak goriilme

olasilig1 artar. Genellikle sessiz baslangichidir ve uzun siire semptom gostermeyebilir. Bundan



dolayi risk altindaki grubun taranmasi 6nemlidir. Buna karsin bazi hastalar bulanik gérme, el-
ayak uyusmasi, karincalanma, agri, iyilesmeyen yaralar ve tekrarlayan mantar enfeksiyonlari
gibi sikayetlerle de miiracaat edebilir. Hastalik bazen kronik komplikasyonlarinin etyolojik
sebepleri arastirilirken de tespit edilebilir. Bu metabolik rahatsizlik, tiim diyabet hastalarinin
%90-95’ini olusturmaktadir (25, 26).

2.2.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gestasyonel diyabet, ¢ogunlukla ilk defa gebelik durumunda saptanan farkll
degerlerde glukoz intolerans: olarak tarif edilmektedir. Gebelige bagli gelisen fizyolojik
insiilin direncinin ¢ok fazla goriilmesi olarak da agiklanablir. Genellikle asemptomatik
seyreder ve ¢cogunlukla dogum sonrasi diizelir. Fakat ilerleyen gebeliklerde tekrarlayabilir ve
hastalarda ilerleyen yaslarda T2DM gelisebilir. Gebelik durumunda anne ve fetiis sagliginda
cesitli riskler barindirdigindan takibi ve taranmasi 6nemlidir (25, 26).

2.3. Gastrointestinal Flora

Mikrobiyom, viicut igerisindeki biitiin mikroorganizmalar ve bunlarin genetik
materyalini igerisine alan bir kavramdir. Mikrobiyomdan ziyade daha lokal olan ve viicudun
belirli bolgelerinde yer alan mikroorganizma topluluguna ise mikrobiyota denilmektedir (27).

Bagirsak mikrobiyotasinda milyonlarca mikroorganizma yasamakta bunlarin sayisi
insan hiicrelerinden neredeyse 10 kat daha fazladir. Bu flora da bakteriler, arkeler, mantarlar
ve virlislerden meydana gelip, yogunluk bakteri hakimiyeti mevcuttur. Ayrica bu
mikroorganizmalar viicudun belli yerlerinde mevcut olup en fazla GIS’de bulunmaktadirlar.
Yeni doganlarda ise bakteri floras1 1 yasina kadar sterildir ancak 1 yasindan sonra yetiskin
bagirsak florasina benzer hale gelmektedir (28-30).

2.4. Gastrointestinal Floranin Subeleri

2.4.1. Bacteroidetes

Gram negatif, spor olusturmayan, ¢ubuk seklinde, hareketsiz, anaerobik ya da aerobik
olabilen ve insan GIS’nde, sularda ve topraklarda yasayabilen bakterilerdir. Bacteroidetesler
3 smiftan meydana gelmektedirler. Bunlar; Bacteroides, Flovobacteria ve Sphingobacteria
olup, en yaygm olarak olarak bulunan smif Flovobacterialardir. Bu bakterilerden
Bacteroides, insanlarda enfeksiyona sebep olabilen patojenik bir bakteridir (31).

2.4.2. Prevotella

Gram negatif, anaerobik, kisa-basil seklinde, agiz mukozasinda lokalize olmusg ve
hareketsiz bakterilerdir. Hiicre kiiltiiriinde, melanin irettiklerinden dolay1 siyah renkli

gortiniirler. Birgok tiirii insanlar igin enfeksiyon sebebidir (32).



2.4.3. Firmicutes

Cogu Gram pozitif olup, endospor olusturabilen, yuvarlak ya da basil seklinde olan
bakterilerdir. Genel olarak bagirsak mikrobiyomunu bu bakteriler olusturur. Bazi tiirleri
insanlar i¢in patojenik olabilir (33).

2.4.4. Lactobacillus

Gram pozitif, ¢ubuk seklinde, hareketsiz, fakiiltatif anaerobik ve spor olusturmayan
bakterilerdir. En o6nemli Ozellikleri karbonhidratlar1 laktik aside doniistiirebilmeleridir.
Insanlarda agiz ve GIS mikrobiyotasinda bulunup, siit ve siit iiriinlerinde yaygindirlar.
Insanlar icin nadir de olsa patojendirler (34).

2.4.5. Clostridium

Gram pozitif, anaerobik, spor olusturabilen, cubuk seklinde ve hareket kabiliyeti olan
bakterilerdir. Genel olarak toprakta ve memelilerin GIS’nde yasamaktadirlar. Insanlarda
botulizm, gazli gangren, tetanoz ve gastroenteritis gibi hastaliklara sebep olmaktadirlar (32).

2.4.6. Actinobacteria

Cogu gram pozitif olup, gram negatif olan tiirleride vardir. Ayrica ¢ogu aerobik, cubuk
seklinde ve ¢ok genis olan bir subedir. Genel olarak toprakta ve sulu yerlerde yasarlar. Olmiis
organizmalari, organik kisimlarina ayristirip, karbon dongiisiine katkida bulunurlar. Cok az
bir kism1 patojeniktir (32).

2.4.7. Bifidobacterium

Gram pozitif, spor olusturmayan, anaerobik ve cubuk seklinde olan bakterilerdir.
Bagirsaklarda bulunan sekeri fermente edip, patojenik bakterilerin gelisimini engellerler. Bu
nedenle probiyotik olarak bilinirler. Siit ¢cocuklarinin bagirsak florasina genel anlamda bu
bakteriler hakimdir (32).

2.5. Gastrointestinal Floranin Fonksiyonlari

Genel olarak GIS florasinin, metabolik, yapisal ve koruyucu olma gibi fonksiyonlar
vardir. Bagirsak florasi, organizma i¢in olduk¢a dnemli olup organizmanin diizenli bir sekilde
caligmasina katkida bulunurlar. Bu flora, alinan gidalarin verimli kalorisini saglamaktan
enzimatik tepkimelere, bagisiklik sistemi gelisiminden toksik maddelerden arinmaya kadar bir
cok dnemli fonksiyonu yerine getirir (35, 36).

Kalin bagirsaga gelene kadar sindirime ve emilime ugramamis besinler, burada
bulunan bakteriler tarafindan enzimler vasitasi ile pargalanirlar ve fermantasyon islemine
dahil edilirler. Bu iglemin sonucunda kisa zincirli yag asidi, organik asit ve alkol sentezi
olusup karbondioksit, hidrojen ve metan gazlarinin salinimi gergeklesir. Organizmanin enerji

ithtiyacinin yaklasik olarak %10’unu kisa zincirli yag asitleri karsilar. Antimikrobiyal
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peptidler ve immiinglobulin (Ig) A salgisi, dogal immiin bariyer mukusu olusturmaktadir.
Gelismis immiin sistem ile birlikte mevcut immiin mekanizmalar mikrobiyota ile bagirsak
epitelinin temas etmesini onler (37).

2.6. Bagirsak Mikrobiyotasi ve Hastalhiklar

2.6.1. inflamatuar Barsak Hastahg, irritabl Barsak Sendromu ve Antibiyotik
Hiskili Ishaller

Bagirsak  mikrobiyotasinin  6nemli  bir kismini  olusturan  Firmicutes ve
Bacteriodeteslerin inflamatuar bagirsak hastalarinda 6nemli bir oranda azaldigini, buna
karsin Protobacteria ve Actinobacteria gibi bakterilerinde 6nemli bir oranda arttigin1 gésteren
caligmalar mevcuttur. Ayrica bu hastalarin bagirsak florasinin biitirat yogunlugunda da bir
kayip s6z konusudur (38).

Kronik bir GIS problemi olan irratabl bagirsak sendromu hastaliginda gut florasinin
degisimi ile ilgili bir ¢ok ¢aligma yapilmistir. Bu ¢alismalardan birine gore hastalarin bagirsak
mikrobiyotasinda E.coli, Bifidobakteri ve Laktobasilluslar azalirken, patojen bakteri
sayilarinda belirli bir artig gézlenmistir (39).

Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi bireylerin bagirsak florasi kompoziyonunu
bozarak yararli bakterilerin sayisini azalatip, patojen bakterilerin sayisini artirmaktadir.
Antibiyotik kullanan bireylerde karin agrisi ve ishal gibi semptomlar goriilmektedir (40).

2.6.2. Obezite

Global bir problem haline gelen obezite, viicudun asir1 yag biriktirmesi olarak tarif
edilmektedir. Obeziteye neden olan bircok genetik ve g¢evresel sartlar mevcuttur.
Epidemiyolojik verilere gore obeziteyi yalnizca genetik ve cevresel sartlara indirgemek
saglikli sonu¢ almayi zorlastirmaktadir. Mikrobiyotanin da obezite gelisiminde etkin rol
aldigini son yillarda yapilan ¢alismalarin verileri desteklemektedir. Bununla ilgili tek yumurta
ikizleriyle ilgili yapilan calismalarda obez bireylerin bagirsak florasindaki ¢esitlililigin
kendisinden daha zayif olan ikizlerinden daha az oldugu gozlemlenmistir. Firmicutes ve
Bacteriodetes miktarlarinin obez bireylerde ki degisimi, kronik inflamasyon gibi problemlere
sebep olabilmektedir (41, 42).

2.6.3. Diabetes mellitus

Genetik ve gevresel etkenlerin birbirleri ile iligkisi sonucu meydana gelen diayabet,
giiniimiizde toplum sagligi bakimindan en biiyiik problemlerden biri haline gelmistir. Diinya
genelinde sayilart 500 milyonun tizerinde olan diyabetik hastalar, iilkemizde de 7 milyonun

tizerindedir ve yapilan saglik harcamlarimin dortte biri bu alanda yapilmaktadir. Diyabetik



hastalarin biiyiik bir ¢ogunlugunu T2DM olusturmaktadir. Ancak giiniimiizde T1DM
hastaliginda hizl bir artis s6z konusudur (43).

T1DM pankreasta bulunan beta hiicrelerinin harabiyeti sonucu olusurken T2DM ise
canli organizma hiicrelerinin insiilin mekanizmasina karsi gelistirmis olduklar1 bir direng
olusumundan ortaya ¢ikmaktadir (5).

Son yillarda yapilan ¢alismalar bagirsak disbiyozunun, bagirsak gegirgenliginde artisa,
bagisiklik sistemi mekanizmalarinin ve pankreasta bulunan insiilin tiretiminden sorumlu olan
beta hiicrelerinin harabiyetine sebep olabilecegini agiklamaktadir. Bu durum, bagirsak
dizbiyozu ile diyabet arasinda anlamli bir iligski oldugunu gostermektedir.

Mikrobiyotanin, diyabet ile iligkisi bakimindan yapilmis bir¢cok c¢alisma vardir. Bu
calismalardan birinde diyabetik olmayan (Non DM) siganlar ile diyabete yatkin si¢anlar
kullanilmis ve bu siganlarin bagirsak mikrobiyotast karsilastirilmistir.  Yapilan bu
metagenomik ¢alismalar sonucunda diyabetik si¢anlarin bagirsak mikrobiyotasinin diyabetik
olmayan siganlara gore cesitlilik agisindan daha az oldugu saptanmigtir. Ayni sonuglara
insanlar ile ilgili yapilmis metagenonik ¢alismalarda da ulasilmis ayrica diyabetik hastalarda
Bacteriodes ve Firmicutes oranlarinda bir artis, butirat tireten Clostridiales bakterilerinde
azalma ve Proteobakteriler, Streptococcus mutans, Lactobacillus gasseri’de artis oldugu
goriilmiistiir. Yine diyabetik hastlarda, organizma metabolizmasi igin olduk¢a 6nemli olan ve
bagirsak mikrobiyotasi tarafindan iiretilen biitiratin diyabetik olmayan hastalara kiyasla daha
az oldugu saptanmis, bu hastalara koruyucu bagirsak florasi transferi uygulandiginda diyabet
olusumunun geciktirebilecegi ya da Onlenebilecegi gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar,
mikrobiyotanin diyabet ile iliskisinin olabilecegini bizlere gostermektedir (5).

2.6.4. Kanser

Gilinlimiizde tiimor olusumunun bir etkenininde viriisler olabilecegi diisliniilmektedir.
Disbiyoz veya mikrobiyal dengenin, viral enfeksiyonlarin tiimor gelisiminde olumlu ya da
olumsuz bir faktdr olarak ortaya c¢ikabilmektedir. Ayrica tiimér olusumu ve invazyonu
vakalarmin %15’inin enfeksizydz etkenler oldugu disiintilmektedir. WHO, yasamin
uzamasina ve dolayisiyla da niifusun artmasina bagl olarak Oniimiizdeki yillarda kanser
insidansinin artabilecegini sdylemektedir. Kiiresel kanser vakalarinda kolereaktal kanser
liciincli sirada yer almaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, tam olarak mikrobiyotada
bulunan mikroorganizmalar diizeyinde bir tanimlama yapamamasina karsin, GIS florasinin
KRK gelisiminde 6nemli bir faktor oldugunu belirtmektedir. Ayrica ¢esitli ¢alismalarda,
gaitada gizli kan testinin (GGK); KRK’in tespiti ve teshisinde oldukg¢a giivenilir sonuglara
ulagilabilecegi ve bu testin duyarliliginin %30-92, spesifitesinin 6zgiilliigiiniin %90-99
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oraninda oldugu bildirilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda KRK insidansi ve 6zellikle
plazma glukoz ve glikozile hemoglobin A1C (HbALC) arasindaki iligki arastirilmistir. 1978-
87 yillar1 arasinda Italya’da 21.311 erkek ve 15.991 kadin ile yapilan “Risk Faktérleri ve
Yasam Beklentisi” ¢alismasinda; dokuz epidemiyolojik ¢alismanin birlestirilmis verilerine
gore yiiksek plazma glukoz diizeyleri ile KRK arasinda anlamli bir iliski tespit edilmistir (7,
41, 44).

Disbiyoz olmamis, normal mikrobiyotanin direkt olarak viriisler, dolayli olarakta
bakteriler ile etkilesiminin enfeksiyonel rahatsizliklara yol acabilcegi, bagisiklik
metabolizmasinin gelisimi i¢in mikrobiyotanin mukozal yiizeylerde 6nemli bir etkiye sahip
olabilecegi belirtilmektedir (44).

2.6.5. Sizofreni, Anksiyete, Depresyon

Son yillarda yapilan epidemiyolojik ve metagenomik aragtirmalarin sonucunda mental
saglik ve davraniglarla ilgili mikrobiyota profilinde bir degisim olabilecegi ihtimali
gliglenmistir (45).

En kapsamli immun orgam olan GIS ve bununla ilgili iiriinler noropatojenik
olabilmektedir. Bakteriyel metabolitler, mikrobiyal degisim, noral yollar, immun uyarilma ve
bagirsak hormonal cevap, mikrobiyotanin santral sinir sistemi {izerine etkisinin potansiyel
mekanizmalarinin en 6nemlileridir. Bagirsak florasinin, sizofreni hastalarinda ki etkisinin
incelendigi klinik bir arastirmada serolojik immun markerlar bipolar, sizofreni ve kontrol
grubu arasinda kiyaslanmis ve GIS florasmin etkisi nedeni ile dolasima girmis olan GIS
florasi tirlinlerinin sizofrenilerde immun harabiyetine sebep oldugu tespit edilmistir. Ayrica
mikrobiyotanin depresyon ve anksiyete ile iliskisini inceleyen birgok hayvan deneyi
calismasindan birinde Campylobacter jejuni’nin agiz yoluyla subklinik dozlarda verilmesi,
sonucu farelerde immun yanit goriilmeksizin anksiyete benzeri davranislarin olustugu
gozlemlenmistir. Bununla birlikte glukozla beslenen farelerin, hipotalamopituiter adrenal
eksen yanit1 ve depresyon durumlar deneysel olarak yiikseltilmis, yalnizca Bifidobacterium
infantis’in verilmesi ile eski haline gelebildikleri goriilmiistiir. Bu etkisinden dolay1
Bifidobacterium infantis bakterilerine “psikobiyotik” denilmektedir (46).

2.6.6. Parkinson hastahig

Hareket kabiliyetinin zayiflamas1 veya kaybolmasi, titreme ve kas sertlesmesi gibi,
semptomlar gosteren parkinson hastaligi, multifokal nérodejeneratif bir hastaliktir. Ayrica bu
hastalik, duyu kaybi, demans ve depresyon gibi semptomlar1 da igerisinde barindirmaktadir.

Mikrobiyotanin, parkinson ile iliskisini arastirmak icin yapilan c¢alismalarda bu

hastalarin, biiylikk bir c¢ogunlugunda kabizlik problemi ile karsilasilmis ve diski
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orneklerinde Prevotellaceae bakterilerinin kontrol grubuna gore sayisal olarak anlamli bir
sekilde diisiik oldugu sonucuna varilmistir. Bu ve benzeri sonuglar bu hastaligin yalnizca
beyin aktivite problemi olmadigi mikrobiyotaninda bu hastalik i¢in énemli bir oranda etken
oldugunu gostermektedir. Bir diger calismada ise ¢alismada, parkinson hastalar1 ve kontrol
gruplarinin fekal numunelerindeki bakteri ve bakteri gruplarinin yiizdesi PCR ile belirlenip
karsilastirilmis Bacteroidetes ve Prevotellaceae’nin parkinson hastalarinda 6nemli oranda
azaldigi tespit edilmistir (47, 48).

2.7. Mikrobiyolojik Tam Yontemleri

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda klinik ve laboratuvar incelemeleri yapilmaktadir.
Bir¢ok hastaligin tanisinda laboratuvar inceleme yontemleri gerekli iken bazi hastaliklarin
tanisinda ise klinik yontemler yeterli olmaktadir.

Laboratuvar inceleme yontemlerinde enfeksiyon etkeninin direkt tanisinda
mikrobiyolojik tan1 yontemleri kullanilirken, bu etkenlerin taninmasida dolayl1 olarak katkida
bulanan ve direkt taniy1 destekleyen klinik tani1 yontemlerinden de faydalanilmaktadir. Bu
klinik tan1 yontemleri; patoloji, CRP, sedimantasyon, biyokimya ve hemotoloji gibi testlerden
meydana gelir. Mikrobiyolojik tan1 yontemleri ise direkt, indirekt ve molekiiler tani
yontemleri olmak tizere kendi i¢inde ti¢ kisma ayrilmaktadir (49).

2.7.1. Direkt Mikrobiyolojik Tan1 Yontemleri

Bu tiir yontemlerde temel amag patojen mikroorganizma etkeninin sonucu meydana
gelen immun cevabi ya da bu etkenin doku ve organlarda birakmis oldugu hasari belirlemek
degil, direkt olarak patojen mikroorganizmanin kendisini tanima veya tanimlamadir. Bunun
icin hastanin enfeksiyon siipheli bolgesinden uygun ve 6zel teknikler ile muayene maddesi
alinmasi gerekir. Bu analiz; digki, idrar, kan, beyin omurilik sivisi (BOS) ve balgamdan direkt
olarak kulak, burun, bogaz, genital bolge ve yaralar gibi bolgelerden de siiriintii sekinde alinip
yapilabilir. Bunlarin herbirinin 6zel alinma ve incelenme yontemleri vardir (50).

Makroskobik inceleme

Enfekte olmus hasta numunelerindeki patojen mikroorganizmanin identifkasyon
islemleri amaci ile yapilan bir uygulamadir. Ayrica kesin tani i¢in hangi mikrobiyolojik
yontemlerin kullanilmasinin daha gerekli oldugu konusu hakkinda bilgilenmek amaci ile de
yapilir. Gelen idrarin ve yara numunelerinin rengi, diskinin kanli veya mukuslu olmasi bu
calismanin sinirlari igerisine dahil edilebilir (50).

Mikroskobik inceleme

Boyal1 ve boyasiz mikroskobik yontem olmak {izere iki kisimda incelenmektedir.

Boyasiz Mikroskobik Inceleme
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Enfeksiyon siiphesiyle gelmis olan numunelerden az bir miktar alinip, boyanmadan
lam iizerine konulmasi ve taze olarak incelendigi yontemdir. Bu uygulama, direkt olarak
mikroorganizmanin kendisini gérmek ya da etken sebebiyle olusan lokosit ve eritrosit gibi
hiicreleri gormek amaciyla yapilip, tan1 ve tedavi i¢in oldukga yarar saglar (49-50).

Boyah Mikroskobik inceleme

Mikrobiyolojik tan1 yotemlerinde boyama, etkenlerin mikroskop altinda daha ayrintili
bir sekilde incelenmesi, bunlarin birbirlerinden ayirt edilmesi ve i¢ ve dig yapilari hakkinda
bilgi edinilmesi amaciyla yapilmaktadir.

Bu boyama tekniklerinden Gram boyama, laboratuvarlarda en fazla uygulanan boyama
teknigi olup, bakterileri Gram pozitif (GP) ve Gram negatif (GN) 6zelliklerine gore ayirir. Bu
uygulamada; kristal violet, lugol, eosin gibi solusyonlar ve alkol kullanilir. Yine tiiberkiiloz
etkenini belirlemek amaci ile Asido- Resistan Boyama (ARB) boyama tekniginde karbol
fiichsin, metilen mavisi soliisyonlar: kullanilmaktadir. Bunlarin diginda parazit etkenleri i¢in
lugol, eosin ve giemsa ile parazit boyamalari, spiral sekilli mikroorganizmalar igin
glimiisleme yOntemi, mantar etkenleri i¢in pamuk mavisi boyasi ile mantar incelemeleri gibi
boyama teknikleri de kullanilmaktadir (49, 50).

Kiltir

Enfeksiyon etkenlerinin, uygun kosullar altinda ve optimum sicaklikta, inkiibator
cithazlarinda inkiibasyon ve identifikasyon islemleri Kkiiltiir y&temlerinin  amacini
olusturmaktadir.

Gelen numunelerin, ekiivyon ¢ubugu ve 6ze gibi araglar vasitasi ile, genel olarak su, et
ve malt ekstrati, serum ve peptondan olusturulmus temel, ayirict (TSI agar, Kliglar iron agar,
SS agar), zenginlestirilmis (kanli agar, 16wenstein- jensen agar), segici (EMB agar), 6lgme,
kompleks ve sentetik gibi ¢esitleri olan mikroorganizmalarin iiremesi ve gelismesi i¢in uygun
sartlar barindiran besiyerlerine 6zel teknikler kullanilarak ekimi yapilmaktadir.

Gaita, burun, bogaz siiriintiileri ve balgam gibi numunlerin kiiltiirii yapildiginda
besiyerlerinde birgok c¢esit mikroorganizma {iremesi goriilmektedir. Bunun sebebi bu
muayane maddelerinin steril olmamasi ve dogal bir floraya sahip olmalaridir. Buradan patojen
etkeni dogal floradan ayirt etmek ve tamimlamak gererkir. Ayrica kan, idrar ve BOS gibi
muayene maddeleri digerlerinin aksine steril olup, bunlarda kiiltiir vasitasi ile iiretilmis
mikroorganizmalar biiyiik bir ihtimalle patojen etkenidir.

Mikroorganizmalarin, inkiibasyon ve identifikasyon islemlerinden sonra antibiyogram

teknigi kullanilarak tedavi i¢in en uygun antibiyotik belirlenmektedir (49-50).
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2.7.2. indirekt Mikrobiyolojik Tam Yéntemleri

Indirekt mikrobiyolojik tan1 ydntemleri serolojik testler vasitasiyla yapilir. Bu testler,
hastalik etkeninin direkt olarak taninmasindan ziyade bu etkenin varligi sonucu meydana
gelen immun sistem yanitin1 belirleyen bir yontemdir. Bu teknikte amag antikor ve antijenin
arastirilmasidir. Ornegin, patojen mikroorganizma sonucu viicudumuz antikor iiretmekte ve
bu iiretim kulugka doneminden sonra artmakta, hastaligin atlatilmasindan kisa bir siireye
kadar aym seviyede kalmaktadir. Hastaligin akut doneminde Immunglobulin M (IgM)
seviyesi fazla iken daha sonra Immunglobulin G (IgG) seviyesi artmaya baslar. Yapilan
serolojik testler sonucu IgM seviyesinde ki artis hastaligin devam ettigini, IgG seviyesinde ki
artis ise hastaligin bittigini ve o hastaliga kars1 bagisiklik olusturuldugunu gostermektedir.

Agliitinasyon Teknigi

Aglutinasyon, mikroorganizma ve eritrosit gibi hiicre antijenlerinin antikor ile
karsilasmas1 ya da laboratuvar ortaminda karistirilmast sonucu meydana gelen ve gozle
goriilebilen kiimelesme olusumudur. Aglutinasyon; lateks, tiip, hemaglunitasyon ve lam gibi
cesitli tekniklere sahip olup kan gruplar1 ve brusella, pndmoni gibi hastaliklara bu yontemle
teshis konulur.

Presipitasyon Teknigi

Antijenlerin, antikorlar ile karsilastiklarinda bulaniklik ve daha sonra ¢okme
olusturmasi iglemlerine dayanan bir tekniktir. Bu yontemde, 6zel olarak hazirlanmis agar, bir
lam {izerine veya petri i¢ine dokiilerek dondurulur. Agar i¢ine kii¢iik cukurlar agilir ve
karsilikli curkurlarin birine antijen digerine ise antikor konulur. Daha sonra antijen ve
antikorun agar igerisinde diffiize olup karsilasmalari beklenir. Karsilasma yerinde beyaz
renkte bir bulaniklik, presipitasyon bandi olusur.

Konjugat Teknigi

Bu teknik, kiiltiirde saptanamayan ya da saptanmasi ¢ok zor olan mikroorganizmalarin
tanisini kolaylastiran bir yontemdir.

Sabit bir yiizeye 6nceden tespit edilen antijenin oldugu bir ortama hasta serumu konur
ve serumdaki antikor ile 6nceden konulmus antijenin birlesmesi beklenir. Birlesme sonunda
ortama konjugat eklenerek bunun immun komplekse baglanmasi gergeklestirilir. Baglanan
konjugatin miktar1 dlgiilerek degerlendirme yapilir. Ayrica ELISA, floresan antikor ve
radioimonun assay gibi teknikler bu yontemle yapilmakta olup, bu islemlerin

gerceklesebilmesi i¢in floresan boyasi, enzim ve radiaktif gibi maddeler kullanilir (49- 51).
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2.7.3. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Mikrobiyolojik molekiiler tekniginin en énemli amac1 mikroorganizmalarin hizli tanisi
ve mikroorganizmalart genetik olarak tiplendirmektir. Bu yontemden diger yontemlere gore
daha kesin ve daha hizl1 sonug alinmaktadir. Ayrica bu teknikte, canlinin genomu baz alinarak
yapildigindan diger yontemlerde gordiigiimiiz kontamine ve benzer durumlarin meydana
gelmesi so6z konusu olmamakta, sonu¢ olarak ise diger yontemlere gére daha giivenilir
sonuglar ile karsilagilmaktadir. DNA hibridizaysonu ve polimeraz zincir reaksiyon testleri
(PCR), molekiiler tan1 teknikleri olarak bilinmektedir (52).

DNA Hibridizasyonu

Tek zincir seklinde olup ve birbirlerine komplementer olan iki DNA zincirinin
birbirine yapisip tek bir yap1 sekline donlismesi durumu hibritlesme olup bu yontem sentetik
olarak hazirlanmis ve g¢ogaltilmis 6zel DNA kisimlarinin, sekansi arastirilacak olan hedef
DNA ile yapismasi amaciyla yapilmaktadir.

Bu yontem ile tiirler aras1 filogenetik yakinlik belirlendigi gibi mikrobiyolojide
patojen etkenlerin tanis1 da konulmaktadir. Southern blot, northen blot, dot blot ve in situ gibi
teknikler bu yontem altinda yapilmaktadir (52).

PCR

Sentetik oligoniikleotid primerler kullanilarak, niikleik asitlerin; 94- 98°C de
denatiirasyonu, 37- 65°C de hibridizasyonu ve 72°C de ise polimerizasyonu islemlerinin
uygulanip tekrarlanmasi sonucunda c¢ogaltilmasi islemleridir. Ayrica bu ydntem; kanser
hastaliklari, adli tip, klonlama, perinatal teshis, kalitsal hastaliklar ve mikrobiyolojide patojen

mikroorganizmanin tanisi gibi alanlarda kullanilmaktadir (52).
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3. MATERYAL METOT

Bu ¢alismaya, 2020-2021 yillar1 arasinda Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina, g¢esitli kliniklerden gaita Kkiiltiirii i¢in
gonderilen 237 &rnek dahil edildi. Calisma oncesinde Adiyaman Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 20.10.2020 tarih ve 2020/9-4 sayili karar ile

onay alindi.

Calismaya dahil edilen gaita Orneklerinde bakteriyolojik kiiltiir, identifikasyon
islemleri ve GGK testleri yapildi. DM hastalarma ait digki kiiltiirlerinde iireyen bakteri
tiirlerinin Non DM hastalarin diski kiiltiirleri ile karsilastirmasi yapildi. Ayrica diski 6rnekleri
gonderilen hastalardan eszamanli olarak alinan serum Orneklerinde glukoz ve HbA1C

degerleri inceleme amaciyla degerlendirilmeye alindi.

3.1. Serumda Glukoz o6l¢iimii

Glukoz 6l¢limii icin calismaya dahil edilen hastalardan alinan kanlardan elde edilen
serumlar ile Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvarinda
calisilan degerler analiz edildi. Hastalardan alinan kanlar 4100 rpm devirde 10 dakika
stiresince santrifiij cihazinda (NF 1200 Santrifiij, Niive, Tiirkiye) bir jelli tiip icerisinde (BD
Vacutainer 5.0 ml, BD, USA) ayristirildi. Tipler ¢aligmaya alinincaya kadar 4°C sicaklikta
saklandi. Uygun kit (Glucose, Abott, Germany) ve uygun cihaz (C16000, Architecht,
Germany) kullanilarak ¢alisma yapildi. Yaklasik bir saat sonra degerlendirme yapildi.

3.2. HbA1C Ol¢iimii

HbAI1C 6l¢iimii icin EDTA’l bir tiip (BD Vacutainer 3.0 ml, BD, USA) icgerisine
alman kanlar, uygun kit (HbA1Ckit-2.0, BIO-RAD, UNITED STATES) ve uygun cihaz
(Hemoglobin testing system, BIO-RAD, UNITED STATES) kullanilarak ¢alisma yapildi.

Yaklasik bir saat sonra degerlendirme yapildi.

3.3. Gaitada Gizli Kan Olc¢iimii

Hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarina bakteriyolojik kiiltiir amagli gelmis diski
ornekleri ile GGK testi 6l¢limii yapildi. Gelen her digki 6rnegi i¢in bir adet kaset test kiti
(Fecal Occult Blood Test, Laboquick, Tiirkiye) kullanilarak {iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda ¢alisildi. Bunun i¢in mevcut digki 6rneginden, damlalikli diliisyon tiipii gubugu
yardimiyla mercimek biiyiikliigii kadar digki alimip diliisyon tiipline ilave edildikten sonra
gaita ile diliisyon s1visinin homojen hale gelmesi icin tiip karistirildi. Hazirlanan soliisyondan,

kasetin numune penceresine damlalik kullanilarak ti¢ damla damlatildi. On dakika beklenerek
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sonu¢ degerlendirildi. Sonug¢ penceresinde kirmizi-pembe renkli ¢ift ¢izgi goriildiigiinde

sonug pozitif, tek goriildiigiinde sonug negatif olarak kaydedildi. Sonu¢ okuma penceresinde

kirmizi-pembe renkli ¢izgilerin hi¢ olusmamasi veya silik olmasi durumunda test

degerlendirme dis1 birakildi (Sekil 1a ve 1b).

(@) (b)

GGK testi tek ¢izgi kirmizi renk olusumu Negatif ¢ift ¢izgi kirmizi renk olusumu ise Pozitif olarak

degerlendirildi.

Sekil 1 a: GGK Pozitif hasta testinin gortiniimii
Sekil 1 b: GGK Negatif hasta testinin goriiniimii
3.4. Kiiltiir

Tiim hastalara ait taze disk1 6rneklerinden uygun besiyerlerine (Kanli agar, EMB agar,
SS agar, BD, USA) tek kullanimlik bir plastik 6ze yardimi ile ekim islemi yapildiktan sonra
besiyerleri 37° C de en az 24 saat siiresince inkubasyon cihazinda (EN 120 incubator, Niive,
Tirkiye) bekletildi. Ertesi glin koloni formasyonu ve liremenin degerlendirilmesi igin
konvansiyonel yontemler (gram boyama, katalaz, koagiilaz, oksidaz ve gerektiginde mayalar

i¢in germ tiip testi) kullanilarak identifikasyon islemleri yapildi.

3.4.1. Gram Boyama
Gram boyama isleminde bir lam iizerine bir damla serum fizyolojik damlatilip iireyen

bakteri kolonilerinden bir-iki koloni alinarak serum fizyolojik ile homojen karisim saglanarak
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yayma yapildi. Daha sonra preparat agik havada kurutulup alevde tespit edildi. Tespit islemi
sonrasinda hazirlanan preparatlara uygun cihaz (Gram/ Hema Dual Stainer AT-3004,
Dagatron, South Korea) ve Kkitler (Gram stain, Dagatronics Corporation, South Korea)
kullanilarak boyama islemi uygulandi. Yaklasik 15 dakika sonra boyanip kurutulmusg
preparatlar, 1sik mikroskobunun 100X’ lik objektifi ile immersiyon yagi damlatilarak
incelendi.

3.4.2. Katalaz Testi

Genellikle Stafilakoklar:, Streptokoklardan ayirt edebilmek igin amaci ile yapilir.
Katalaz enzimi, ortamdaki hidrojen peroksiti (H202) su ve oksijene ayristirir. Bunun igin
uygun bir kit (Katalaz ayiraci, Or-Bak, Tiirkiye) kullanilarak reaksiyon sonunda olusan

serbest oksijenin gaz kabarciklarinin gozlenmesi pozitif olarak kabul edildi (Sekil 2a ve 2b).

(@) (b)

Sekil 2 a: Besiyerinde liremis mikroorganizma,
Sekil 2 b: Katalaz enziminin eklenmesi sonucu olusan gaz kabarciklari.

3.4.3 Oksidaz Testi

Genellikle GN bakterilerin ayiriminda kullanilir. Cytochrome C oxydase enziminin
varligini arayan bir testtir. N,N-Dimethyl-1,4-phenylenediammonium cloride (0.1 umol) ve a-
naphthol (1.0 pmol) emdirilmis stripler (Oxidase, Bioanalyse, Tiirkiye) yardimiyla kanl
agardaki taze bakteri kolonilerine degdirilerek, 20-30 saniye sonra olusan mor renk degisimi
pozitif olarak kabul edildi (Sekil 3).
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Sekil 3: Oksidaz testi sonucu olusan renk degisimi

3.4.5. Koagiilaz Testi

Bu test, ozellikle stafilokoklarda bulunan ve kan plazmasimi pihtilastiran koagulase
enzimini ortaya koyma, patojenik olanlarla nonpatojenik olanlar1 ayirmak amaci ile yapilir.
Patojenik olan S.aureus pozitif reaksiyon vermesine karsin  S.epidermidis ve S.
saprophyticus negatif reaksiyon gosterir. Bunun i¢in, iiretici firma tarafindan saglanan bir lam
izerine lireyen kolonilerden bir-iki koloni alinarak iizerine bir damla uygun kit (Staph. Test
Latex Reagent, Atlas Medical, Tiirkiye) damlatilarak bir plastik 6ze yardimiyla karistirild.
Karisim 3-5 dakika beklendikten sonra olusan kiimelesme pozitif reaksiyon olarak

degerlendirildi.

3.4.6. Germ Tiip Testi

Germ tiip (¢imlenme borusu) testi Candida albicans’ lar1 diger maya mantarlarindan
ayirmak i¢in yapilir. Kiiltiirde lireyen maya kolonilerinden birka¢ koloni alinarak alinarak,
icerisinde 1-2 mL kadar insan serumu bulunan tiiplere konulup karistirildiktan sonra
inkiibatrde 35-37°C yaklasik 1,5 saat kadar bekletildi. Bu siirenin sonunda, tiipler
inkiibatorden c¢ikarilarak, orneklerden birer damla lam iizerine konulup ve iizerine lamel
kapatilarak mikroskobun 40X’ lik objektifi yardimiyla incelendi. Incelemede tiip goriilmesi
halinde C.albicans olarak degerlendirildi (Sekil 4).
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Germ tiip olusumu siyah ok ile gosterilmistir

Sekil 4: Mayalarda germ tiip olusumunun goriiniimii.

3.5. Tam Otomatik Kiiltiir Antibiyogram

Besi yerlerinden alinan koloniler 0.5-0.63 pg arasinda MacFarland standardi
seviyesinde treticinin firmanin temin ettigi identifikasyon soliisyonu (ID broth, BD, ABD) ile
seyreltildi. Daha sonra karisimindan 0,50 pL’lik bir kisim alinarak antibiyogram soliisyonuna
(AST broth, BD, ABD) aktarilarak tam otomatik bir kiiltiir antibiyogram cihazi (Phoenix 100,
BD, ABD) ve uygun kitleri ( GP ID / AST, GN ID / AST, Yeast, BD, USA) kullanilarak
calisildi. Calisma sonucu, mikroorganizma tiiriine bagli olarak ortalama 8-12 saat arasinda

alindi.

3.6. Istatistiksel Analiz
SPSS 23.0 paket programi kullanilarak ¢alismadan elde edilen verilerin istatistiksel
analizi yapilmistir. Kategorik iki degiskenlerin arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in Ki-kare testi

kullanilmistir. Sonuglarin anlamlilik diizeyi %95 (p<0,05) olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Laboratuvarimiza kiiltiir amaciyla gonderilen 237 hastanin gaita 0rnegi ¢alismaya
dahil edildi. (Tablo1) Calismaya dahil edilen hastalardan 100’i DM hastas1 137 si ise non DM
hastalarindan olusmaktaydi. Yine bu hastalardan 113’i kadin, 1240 erkekti. Erkeklerin 55’1
DM hastast, 69°u ise Non DM hastalar olup, kadinlarin ise 45’1 DM 68’1 Non DM hastalardan

olugsmaktaydi (Tablo 1).

Tablo 1: Yas ve cinsiyete gore diyabetik olan ve olmayan hastalarin dagilimi

YAS DM Non DM Toplam
GRUBU | TOPLAM |Kadin |Erkek | TOPLAM |Kadin |Erkek | TOPLAM | Kadin | Erkek
18-45 19 3 16 102 49 53 121 52 69
46-60 42 14 28 20 10 10 62 24 38
60 > 39 28 11 15 9 6 o4 37 17
Toplam 100 45 55 137 68 69 237 113 124

Bu tabloda ki bulgulara gore ki-kare analizi yontemiyle 237 hastanin cinsiyetine gore

DM hastalig1 arasinda iliski olduguna dair hipotezin anlamliligin1 6l¢mek ic¢in Tablo 2 deki

test yontemi kullanilmistir. P degeri 0,05 ten daha kii¢iik oldugu igin cinsiyet ve diyabet

arasinda anlamli bir iligki vardir.

Tablo 2: Cinsiyet ve diyabet arasinda ki korelasyon i¢in pearson ki kare analizi

X*MODE | X*MODE Pearson

TOPLA |L L Pearso | NOND
Ki Kare DM NON DM M DM NONDM (nDM |M
Kadin 45 68 113 47,68 65,32 0,15 0,11
Erkek 55 69 124 52,32 71,68 0,14 0,10
Toplam 100 137 237
Chi-Square Significance
Score DF Level P Value
0,50 1 0,05 0,01

Yine yas ile DM/NON DM hastast olma durumu arasinda korelasyonun varligi

hipotezine gore 237 hasta lizerinde yapilan ki-kare analizine gore Tablo 3 te de goriilen P
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degeri 0,05 ten daha kiiciik oldugu icin yas ve diyabet arasinda anlamli bir iliski oldugu

belirlendi.

Tablo 3: Yas ve diyabet arasinda pearson ki kare analizi

X MODEL | X>MODEL | Pearson | Pearson
Ki Kare DM NONDM TOPLAM |DM NON DM |DM NONDM
18-45 19 102 121 51,05 69,95 20,13 14,69
46-60 42 20 62 26,16 35,84 9,59 7,00
>60 39 15 54 22,78 31,22 11,54 8,42
TOPLAM [100 137 237
Chi-Square Significance
Score DF Level P Value
71,37 2 0,05 0,01

Calismaya dahil edilen 237 hastanin 70’inde GGK (+) tespit edilip, bunlarin 57’si
(%81) DM olup 13’11 (%19) Non DM hastalardan meydana geldi. DM hastalarinin 40’1 (%57)
kadinlardan ve 17’si (%24) erkeklerden olugsmaktaydi. Yine Non DM hastalardan 5’1 (%7)
kadinlardan ve 8’1 (%11,5) erkeklerden olusmaktaydi. DM hastalarinda Non DM hastalarina
kiyasla anlamli bir sekilde GGK (+) fazla oldugu yine DM hastalarinin GGK (+) kadinlarda
erkeklerden daha fazla oldugu tespit edildi (Tablo 4).

Tablo 4: Yas ve cinsiyete gore diyabetik olan ve olmayan hastalarda GGK (+) dagilimi

YAS 18-45 46-60 >60 TOPLAM
GRUBU SAYI |% SAYl [% SAYl [% SAYl [%
TOPLAM DM 10 14 24 34 23 33 57 81
KADIN DM 6 8,5 14 20 20 285 |40 57
ERKEK DM 4 55 10 14 3 4 17 24
TOPLAM

NONDM 2 3 3 4 8 115 |13 19
KADIN NONDM |1 15 1 15 3 4 5 7
ERKEK NONDM |1 15 2 3 5 7 8 11,5
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Calismaya dahil edilen hastalarda tespit edilen GKK (+) durumuyla DM/NONDM

Hastalig1 arasinda korelasyon olduguna dair hipotez i¢in Tablo 5 te Ki-Kare testi yapilmis ve

P degeri %S5 ten kiiciik ¢iktig1 icin bu hipotez dogrulanmistir.

Tablo 5 : GGK ile diyabet arasinda pearson ki kare analizi

X*MODEL | X>MODEL | Pearson | Pearson
Ki Kare DM |NONDM | TOPLAM DM NON DM |DM NONDM
GGK (+) 57 13 70 29,54 40,46 25,54 | 18,64
GGK (-) 43 124 167 70,46 96,54 10,70 7,81
Toplam 100 137 237
Chi-Square Significance
Score DF Level P Value
62,70 1 0,05 0,01

Calismaya aliman 100 DM hastasinin 56’s1 (%56) 110-200 arasi, 32’si (%32) 200-300
arast ve 12’s1 (%12) 300> glukoz degerlerine sahipti (Tablo 6).

Tablo 6 : DM hastalarinin glukoz degerlerine gore dagilimi

GLUKOZ 110-200 201-300 >300 TOPLAM
DEGERI SAYl |% SAYl |% SAYl |% SAYIl |%
HASTA SAYISI 56 32 32 32 12 12 100 100

Ayrica bu hastalarin HbA1C degerleri calisilmis ve 76’sinda (%76) 6-8, 24’{inde

(%24) ise 8> degerlere sahip olundugu gézlemlenmistir (Tablo 7).

Tablo 7: DM hastalarinin HbA1C degerlerine gore dagilimi

. |68 8 TOPLAM
HbA1C DEGERI

SAYI |% SAYI |% SAYI |%
HASTA SAYISI |76 76 24 24 100 100
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Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen 237 diski 6rneginde toplamda 245 bakteri tiredigi
goriilmiistiir. Ureyen mikroorganizmalar E.coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus
faecium, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis, Pseudomanas
aeuroginosa, Candida albicans, Stafilococcus epidermidis, Enterobacter cloacae,
Corynebacterium spp olup bu bakterilerinin %60’ E.coli olusturmaktadir. 137 Non DM
hastasinda tireyen E. coli miktar1 56 (%41) olmasina karsin 100 DM hastasinda iireyen E.coli
miktar1 85 (%85) idi. Bu durumda DM ve non DM hastlarinda goriilen E. coli miktarilarinda
belirgin bir fark oldugu goriildi. DM ve non DM hastalarinda iireyen diger bakteriler igin

anlamli bir fark tespit edilemedi.

Tablo 8: Hastalarda iireyen bakterilerin dagilimi

. . DM HASTA NONDM

MIKROORGANIZMA HASTA TOPLAM

SAYl | % SAYlI | % SAYl | %
E.coli 85 85 56 40.88 141 57.55
K. pneumoniae 15 15 12 8.76 27 11
Enterococcus faecium |4 4 15 10.95 19 7.75
E. aerogenes 3 3 3 2.19 6 2.44
Proteus mirabilis 4 4 3 2.19 7 2.85
Enterococcus faecalis |4 4 14 10.22 |18 7.34
P. aeuroginosa 2 2 6 4.38 8 3.26
Candida albicans 1 1 7 511 8 3.26
S. epidermidis 1 1 1 0.73 2 0.81
Enterobacter cloacae 2 2 3 2.19 5 2.04
Corynebacterium spp 0 0 4 2.92 4 1.63
Toplam 121 124 245
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Tablo 8’deki bulgulara gore ilk satirda yer alan E. coli mikroorganizmasinin hastalarin

DM/NONDM olusuyla iliskili olduguna dair hipotezi dogrulamak i¢in Tablo 9 da yapilan Ki-

Kare testinde P degeri 0,05 ten kiiclik ¢ikmis ve hipotez dogrulanmistir.

Tablo 9: E. coli ile diyabet arasindaki korelasyon igin pearson Ki-kare analizi

Ki X>*MODEL | X>MODEL | Pearson |Pearson
Kare (DM NON DM |TOPLAM |DM NON DM (DM NONDM
E. Coli

(+) 85 56 141 59.49 81.51 10.94 7.98

E. Coli

) 15 81 96 40.51 55.49 16.06 11.72
Toplam | 100 137 237

Chi-

Square Significance

Score |DF Level P Value

46,70 |1 0.05 0.01

Laboratuvarimiza gelen diski orneklerinden iireyen mikroorganizma g¢esitliligi

incelendiginde, DM hastalarinda bu cesitliligin Non DM hastalarina gore daha az oldugu

goriildiigli, DM hastalarinda ikiden fazla mikroorganizma iiremesinin hi¢ olmadig tespit

edildi. Tek tip tiremede %86 ile DM hastalart Non DM (%72) hastalarindan daha fazla iken

iki veya daha fazla iiremelerde Non DM hastalar1t DM hastalarindan daha fazladir.
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Tablo 10: Hastalarda iireyen dominant mikroorganizma tiiriine gore hastalarin dagilimi

. DM HASTA NONDM
BAKTERI HASTA TOPLAM
SAYI1 | % SAYl | % SAYl |%
E. coli 69 |435 |47 30,00 116 73,50
Kleb. pneumoniae 6 4 10 6,00 16 10,00
Enterococcus faecium 3 2 2 1,00 5 3,00
g Entero. aerogenes 3 2 1 0,50 4 2,50
% Proteus mirabilis 1 05 |1 050 |2 1,00
g Enterococcus faecalis 2 1 2 1,00 4 2,50
%2 Pseu. aeuroginosa 1 0,5 5 3,00 6 3,50
.E— Candida albicans 0 0 1 0,50 1 0,50
l%,_‘, Stafi. epidermidis 0 0 0 0,00 0 0,00
Enterobacter cloacae 1 0,5 3 2,00 4 2,50
Corynebacterium spp 0 0 0 0,00 0 0,00
Toplam 86 72 158
E.coli + K. pneumoniae 5 10 8 15550 |13 25,50
E. faecalis + E. cloaca 1 2 0 0,00 1 2,00
E. coli + E. faecalis 1 2 5 10,00 |6 12,00
£ |Candida albicans + E. faecium 1 2 3 6,00 4 8,00
'E E.coli + S. epidermidis 1 2 4 8,00 5 10,00
?g‘o E. coli + P. aeuroginosa 1 2 2 4,00 3 6,00
=
= | K. pneumoniae + P. mirabilis 4 8 3 6,00 7 14,00
i E. coli + E. faecium 0 0 6 12,00 |6 12,00
E Coryne. spp + E. aerogenes 0 0 2 4,00 2 4,00
E. aerogenes + E. faecium 0 0 1 2,00 1 2,00
K. pneumoniae + P. aeuroginosa 0 0 3 6,00 3 6,00
Toplam 14 37 51
ikiden |E. coli + K. pneumoniae + E. faecalis |0 0 1 50,00 1 50,00
fazla |E. coli + Coryne. spp + E. aerogenes |0 0 1 50,00 |1 50,00
M.O. |Toplam 0 0 2 0,00 2 0,00
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DM
hastalarinda Gram negatif bakterilerin yogunlugu dikkat ¢ekti. DM hastalarinda goriilen

Ureyen bakteriler Gram boyama yontemine gore degerlendirildiginde,

toplam 118 tiremenin 108’ini (%91.5) Gram negatif bakteriler olustururken, sadece 10’unu
(%8.5) Gram pozitif bakteriler olusturdu. Non DM hastalarinda da Gram negatif bakterilerinin
yogunlugu Gram Pozitif bakterilere gore daha fazla olup, DM hastalarinda ki anlamli fark

daha belirgindi.

Tablo 11: Ureyen bakterilerin Gram boyama ydntemine gore degerlendirilmesi

GRAM GRAM
Hasta L. . TOPLAM
POZITIF NEGATIF
Grubu
SAYI % SAYI % SAYI %
DM 10 8,5 108 915 118 49
NonDM [ 41 33 83 67 124 51
Toplam |51 21 191 79 242 100

Tablo 11’de Gram boyama yontemiyle tespit edilen DM/NONDM hastalarinda ki
Gram negatiflik durumu i¢in irettigimiz DM hastalarinda Gram negatiflik daha yogundur
hipotezi i¢in Tablo 12 de yer alan Ki-Kare analizi yontemiyle yaptigimiz testte P degeri 0,05
ten kiiciik ¢iktig1 i¢in bu hipotez anlamlidir.

Tablo 12: Diyabet ile gram negatiflik arasindaki korelasyon igin pearson ki-kare analizi

X?Model |X>Model [Pearson |Pearson
Ki Kare GP GN Total |GP GN GP GN
DM 10 108 118 24,87 93,13 8,89 2,37
NON DM |41 83 124 26,13 97,87 8,46 2,26
Toplam 51 191 242
Chi-Square Significance
Score DF Level P
21,98 1 0,05 0,01

GP: gram pozitif, GN: gram negatif.

Calismaya dahil edilen 100 DM hastasinin es zamanli olarak diger hastaliklar

incelendiginde 61’inin gastrointestinal rahatsizliginin oldugu tespit edilip,

Non DM
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hastalarina gore ¢cok anlamli bir fark bulundu. DM hastalarinin cinsiyet durumu géz Oniine

alindiginda, anlamli bir fark goriilemedi.

Tablo 13: Hastalarin cinsiyetine gore ayn1 zamanda bulunan diger hastaliklarin dagilimi

DM Non DM
Hastaliklar Toplam
Toplam E K | Toplam E K

Akut gastrit 21 14 7 6 4 2 27
Gastroenterit ve kolit 9 5 4 4 3 1 15
Gastro-ozofajial reflii 13 7 6 2 - 2 17
Irritabl barsak send. 8 4 4 1 - 1 9
Ulseratif kolit 8 5 3 5 3 2 14
Kolon malign neoplazmi 2 2 - - 2
Hiperlipidemi 10 6 4 7 4 3 19
Anemi 18 8 10 13 2 11 38
Diger Hastahklar 11 4 7 99 53 46 81
Toplam 100 55 45 137 69 68 237

E: Erkek, K: Kadin
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TARTISMA

Diabetes mellitusun artan prevalansi sadece insan genomundaki, beslenme
aligkanligindaki veya giinliik fiziksel aktivitedeki degisiklikler ile agiklanamamaktadir. Biitiin
bunlara ek olarak, yasamin tiim evresinde enerji dengesine katkisi oldugu gdsterilmis bir
bagka faktor daha bulunmaktadir. Hem insan hem de hayvan c¢aligmalarinda, bagirsak
mikrobiyotasi olarak adlandirilan bu faktoriin diyabet ile sonuglanabilen bir¢ok intestinal

biyolojik fonksiyonda rol oynadigi gosterilmistir.

Ozellikle son yillarda bagirsak mikrobiyotasmin ¢ok sayida hastalikla iligkisi
bulundugu o6ne siirlilmektedir. Bu hastaliklardan birisi de T2DM hastaligidir. Bagirsak
mikrobiyotas1 ve insiilin direnci arasinda direkt bir iliski oldugu 2007 yilinda Cani ve
arkadaslar1 tarafindan real time qPCR kullanilarak yapilmistir. Arastirma yiiksek yag icerikli
bir beslenme programinin bagirsak mikrobiyotasinda yer alan bazi bakterilerin sayisinda
artisa yol actifini tespit etmistir. Bu bakteriler, insiilin direncinde Onemli rol oynayan
lipopolisakkarit diizeyinde de artisa sebep olmaktadir. Cani ve ark.’larina gére GiS florasinda
gram-negatif bakterilerin varlig1 metabolik hastaliklarla ilgilidir. Bu bakterilerin dig membran
temel bilesenlerinden olan lipoprotein, endotoksemiye yol acabilecek inflamasyon ve
inflamatuvar cevap diizenleyicisi olarak diyabetin gelisiminde rol oynadigi bildirilmektedir
(53). Bizim galismamizda da GN bakterilerin oranlarinin fazla olmasinda istatiksel olarak

anlamli bir fark gostermistir (p<0,05).

Diyabet hastalarinin intestinal mikroorganizma c¢esidi ve diizeyiyle ilgili yapilmis
bir¢cok calisma mevcuttur. Zhang ve arkadaslar1 16S rDNA tabanh yiiksek verimli siralama
kullanarak yaptiklart bir ¢alismada denekleri T2DM, prediyabet ve normal glikoz toleransi
grubu olmak iizere 3’e ayirmuslar ve iic grubunda GIS florasinin benzer olmadig1 sonucuna
ulagmiglardir. Prediyabet grubunda normal glikoz toleransi grubuna gore butirat {ireten
Akkermansia muciniphila ve Faecalibacterium prausnitzii’nin daha az oldugu saptanmuistir.
Ayrica Verrucomicrobia, prediyabet ve T2DM gruplarinda, normal glikoz toleransi grubuna
gore daha az oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada hem T2DM hastalarmin GIS florasiin
diger bireylerden farkli olduguna hem de GIS florasindaki degisimlerin glikoz intoleransinin

gelisimiyle de alakali oldugu sonuglarina ulagilmistir (54).

Larsen ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 18 tip 2 diyabetik hasta ile 18
non-diyabetik kontrol karsilastirilmis ve bagirsak mikrobiyotasinda gozlenen degisikliklerin
hem simif hem de tiir diizeyinde oldugu belirtilmistir. Saglikli kontroller ile karsilastirildginda,

T2DM hastalarda belirgin olarak daha diisiik Firmicutes konsantrasyonlari goriilmiis ve
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Bacteroidetes ve Proteobacteria diizeylerinin artma egiliminde oldugu rapor edilmistir.
Bacteroidetes/Firmicutes oranlarinin bozulmus glukoz toleransi ile belirgin sekilde ve pozitif
korelasyon  oldugu  saptanmistir.  Tir  diizeyinde incelendiginde  Bacteroides-
Prevotella/Clostridium coccoides-Eubacterium rectale,  Escherichia coli oranlarinin da
diyabetik hastalarda anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu gozlenmistir (55). Yine, Sasaki ve
ark’lan tarafindan yapilan randomize, ¢ift-kor ve plasebo-kontrollii farkli bir calismada da

benzer sonuglar elde edilmistir (56).

izole biitirat uygulamasi ile ilgili arastirmalar yapilmistir. Nitekim bu uygulamanin
saglikli mikrobiyotanin diyet polisakkaritlerinden trettigi KZYA’lar ile var olan yolaklari
aktif hale getirerek, insiilin direnci ve obeziteye karsi koruyucu ozelligi vardir. Biitirat ile
yapilan deneysel caligmalarda insiilin hassasiyeti ve kahverengi yag dokusu birikimi
problemlerinin giderildigi gosterilmistir (57). Yine Qin ve ark.’lar1 Tip 2 diyabetli hastalarda
bagirsak mikrobiyal igerigi ilizerinde analiz yapmak i¢in, 345 Cinli bireyden alinan bagirsak
mikrobiyal DNA'sinin derin shotgun sekanslamasina dayanan iki asamali bir metagenom
capinda bir iligki ¢alismasi uygulamig, T2DMIi hastalarin orta derecede bagirsak mikrobiyal
disbiyozu ile karakterize oldugunu ve bazi evrensel biitirat iireten bakterilerin (Roseburia
tiirleri ve Faecalibacterium prausnitzii) bollugunda bir azalma ve gesitli firsat¢1 patojenlerde
bir artigin yani sira siilfat azalmasi ve oksidatif stres direnci saglayan diger mikrobiyal
islevlerin zenginlestigini belirtmislerdir (58). Bu c¢alismaya benzer bir calisma da
Danimarka’da yapilmis ve Proteobakteria’larin T2DM’li bireyelerde arttigi gézlemlenmistir.
Ayrica bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin Cin’de yapilan galisma ile (58) ortlistiigiinii ve

bununla beraber E.coli miktarinin arttig1 gosterilmistir (55).

Nadal ve ark.’lar1, diyabetik ve non diyabetik kisilerin bagirsak mikrobiyotasini
Floresan In Situ Hibridizasyon yontemi ile ¢alismis ve Non DM’li kisilerde Bacteroides ve
Prevotella bakteri grubunu daha fazla bulmuslardir. DM’li kisilerde ise Clostridia coccoides

ve Escherichia coli bakterilerinin daha yogun oldugunu gézlemlemislerdir (59).

Bagirsak mikrobiyotasinin DM'de bir rol oynadigi bilindiginden, Tetz ve New
York'taki Insan Mikrobiyoloji Enstitiisii'ndeki meslektaslari, Kostic ve arkadaslari ile birlikte
16 kisi ilizerinde yapilan ileriye doniik uzunlamasina mikrobiyom kohort ¢alismasindan elde
edilen verileri analiz ederek Lokosit antijenleri (HLA) -amiloid iireten bakterilere odaklanan
bir algoritma kullanarak DM'ye duyarliligini arastirmislardir. Mikrobiyota dizileme ve isleme

icin Illumina HiSeq500 platformunda yiiksek verimli shotgun siralamasi ger¢eklestirilmistir.
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Bu analiz, otoimmiinite ile bagirsak amiloidi {ireten E. coli dinamikleri arasinda anlamli bir

iliski ortaya ¢ikardi (60, 61).

Madacki-Todorovic ve meslektaslar1 tarafindan yiiriitiilen ayr1 bir c¢alismada,
insiilinin biyofilm olusturma kabiliyeti ile baglantili olarak E. coli'nin artan metabolik
aktivitesi tiizerindeki dogrudan etkisine dair kanitlar sunmaktadir. Bu c¢alismanin
arastirmacilari, insiilin hormonunun, diyabetli hastalarda morbi mortalite ile iliskili en yaygin
patojen olarak E. coli'nin enzimatik viriilan faktorlerinin ekspresyonu tiizerindeki etkisini
arastirmustir. Ug E. coli susu ( E. coli-C1 , E. coli-C2 ve E. coli-C biyofilm olusturucu &zelligi
olmayan), biyofilm olusturmayan E coli susu ( E. coli-Ref) ile kontrol olarak, geleneksel
mikrobiyolojik tanimlama ve izolasyon yontemleri kullanilarak hastalarin  klinik
orneklerinden izole edilmistir. E. coli, gerekli tiim besin takviyesine sahip oldugu zaman
farkli ortamlarda biiylime ve ¢ogalma yetenegine sahiptir bu da E. coli’ nin tanimlayict bir
ozelligidir. Bu nedenle, tiim E. coli suslari, 2.5 U/ mL doz konsantrasyonunda insan insiilini
ilavesiyle farkli inkiibasyon siireleri igin 37°C'de biiyiime ortaminda inkiibe edildi. Sonug
olarak bu ¢aligma, insan hormonu insiilininin, bu diisiik konsantrasyonda bile, yalnizca bakteri
hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerinde 6nemli uyarici etkiye sahip olmadigini, aym1 zamanda E.
coli'nin metabolik aktivitesini onemli olglide etkiledigini ve biyofilm olusumu igin bir
otoindiiktér gorevi gordiigiinii gostermistir. Bu bulgulara dayanarak arastirmacilar, insan
insiilinini, aspartil proteinaz genlerinin ekspresyonu iizerindeki uyarici etkisinden dolay, E.
coli enfeksiyonlarinin yayilmasi ve ilgili patojenitenin artmasi i¢in potansiyel risk faktorii

oldugu sonucuna varmiglardir (62).

Calismamizda, DM hastalarina ait digki kiiltlirlerinde iireyen mikroorganizma
tiirlerinin Non DM hastalarinin digk kiiltiirleri ile karsilastirmasini, dahil ettigimiz 237 gaita
ornegini bakteriyolojik kiiltiir identifikasyon islemleri yontemiyle inceledik. Tespit ettigimiz
Proteobacterilerin fazlaligi ve biitirat {ireten bakterilerin nadir olmasi1 diger ¢alismalar ile
benzerdir. Ayrica ¢calismamizda toplam olarak 242 bakteri liremis ve liremis olan bakterilerin
141’ini (%60) E. coli’nin olusturdugu goézlenmistir. Uremis olan E.coli miktarinin 85’1 (%85)
caligmaya dahil edilen 100 DM hastasinda, 56’s1 (%41) Non DM olan 137 hasta igerisinde
goriilmiistiir. Sonug olarak, DM hastalarinda E. coli oranlarini artmis ve bu oranlarin Non DM
hastalarina gore daha fazla oldugu saptanmis olup, istatitstiksel olarak literatiir ile uyumlu

oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Bagirsak mikrobiyotas1 normal insanlarda cesitlilik acisindan zengindir. Azalan

mikrobiyal ¢esitlilik ve disbiyoz obezite, T2DM ve diisiik iltithaplanma ile baglantili oldugunu
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bildiren Hollister ve ark.’lar1 (63) bagirsak mikrobiyal DNA'sinin derin Sobs, Shannon ve
Simpson indekslerine dayanarak yaptiklari bir ¢alismada denekleri tip T2DM, normal kontrol
(NK) ve bozulmus glukoz regulasyonu (BGR) olarak ii¢ gruba ayirmislar ve ii¢ grubun da
bagirsak mikrobiyotasi gesitliliginde farklilik oldugu sonucuna ulagsmiglardir. Calismada On
bes filum, 223 cins ve 452 tiir belirlenmis, filum diizeyinde, Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria,  Actinobacteria,  Verrucomicrobia, = Cyanobacteria, = Fusobacteria,

Elusimicrobia olmak iizere ii¢ grupta baskin bakteri filumlar1 goriilmiistir.

Firmicutes ve Bacteroidetes {i¢ grupta en yiiksek bolluga sahip, sirasiyla % 32.13,
%38.35ve  %36.41 Bacteroidetes ve  swrasiyla % 62.05, 55.53 ve = %52.95'i
Firmicutes olusturmustur. Proteobacteria ve Actinomycetes dahil olmak {izere  bakteri
filumlarmin bollugu T2DM grubunda % 2.94 ve % 2.13, bozulmus glukoz regulasyonu
grubunda %3.14 ve 2.47 ve normal kontrol grubunda %4.79 ve %4.57 idi. Filum
simiflandirma seviyesinde, yeni T2DM, BGR (bozulmus glukoz regulasyonu) ve NK'nin
bagirsak mikrobiyotasinin yapisal bilesenleri farkliliklar gostermektedir. NK (normal kontrol)
ile karsilastirildiginda, T2DM ve BGR'deki bagirsak mikrobiyotasinin bollugu ve
cesitliliginin azaldigin1 belirtmislerdir. Sonug olarak sekanslama derinligi tiim 6rnekler i¢in
yeterliydi ve sekanslama kapsama derinligi >%97 idi. Analiz sonucunda her ii¢ indeksin de
istatistiksel olarak anlamli oldugu ve bu, ii¢ grupta bagirsak mikrobiyota cesitliliginde
farkliliklar oldugunu gozlenmistir. Kontrol grubu analiz edildiginde, Shannon ve Sobs

indekslerine gére, BGR grubuna gore bakteri bollugunun yiiksek oldugu tespit edilmistir (64).

Tunuslu ve Kuzey Afrikali diyabeti olan ve olmayan katilimcilarda yapilan bir bagka
caligmada ise diyabetik katilimcilarda, diyabeti olmayanlara kiyasla daha diisiik miktarlarda
Firmicutes, F. prausnitzii ve A. muciniphila tespit edilmis. Bununla birlikte, Bifidobacterium
Spp oranlarinda 6nemli bir farklilik gézlemlenmistir. Tunuslu diyabetli katilimcilarda tespit
edilen dengesiz bagirsak bakterileri, biitirat iireten bakterilerin azalmasi ile karakterize, daha

az gesitli bagirsak mikrobiyotast sunan T2DM'li Cinli hastalarda da rapor edilmistir (58, 65).

Kiiltiir identifikasyonu ile yaptigimiz ¢aligmada, DM hastalarinda iiremis olup genel
olarak biitirat {iretmeyen ve c¢esitlilik olarak tek tip olan mikroorganizma orani (%86)
saptandi. Bu oran Non DM hastalarinda daha az (%72) idi. Ayrica DM hastalarinda iireyen ve
cesitlilik olarak iki tip mikroorganizma tirii % 14 olarak saptanirken ikiden fazla
mikroorganizma tiirli ise hi¢c goriilmedi. Bu oranlar Non DM hastalarinda ise iki tip

mikroorganizma i¢in %37 ve ikiden fazla tip mikroorganizma i¢in %2 idi. Tespit ettigimiz bu
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sonuglarin, literatiir ile bakteri ¢esitliliginin sayisal olarak uyumlu oldugu ve tiir diizeyindeki

bakteri ¢esitliliginin ise farkli oldugu saptandi.

Cesitli ¢alismalarda, GGK testinin KRK’in tespiti ve teshisinde oldukg¢a giivenilir
sonuclara ulagilabilecegi ve bu testin duyarliliginin %30-92, spesifitesinin 6zgiilliigiiniin %90-
99 oraninda oldugu bildirilmistir. GGK testi, tiimoriin ve tiimorden kaynakli bagirsak
kanamalarinin tespiti amaciyla yapildigindan GGK pozitifligi, kolonoskopide kolorektal

kanser teshisini koyma ihtimalini artirir (66).

Yuhara ve ark.’larinin yapmis oldugu bir ¢alismada DM, artmis KRK riski ile iliskili
olduguna ve DM olanlarin rektal kanser riski, DM olmayanlardan yaklasik %20 daha
yiiksektir ve kolon kanser riski %38 daha yiliksek oldugunu belirtmislerdir (67). Yine baska
bir ¢alismada ise KRK riskinin, DM’li bireylerde Non DM’li bireylere gore %30 daha fazla
oldugu gortlmistiir (68). Arslan ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ise; DM’li olan
ve Non DM olan bireyler karsilagtirilmis ve KRK goriilme ihtimali agisindan DM’1i bireylerin
3 kat daha yiiksek riske sahip olduklar1 sonucuna varilmistir (69). Turan ve arkadaslarinin
caligmasinda KRK’e eslik eden hastaliklar HiperTansiyon, DM ve KOAH olarak bulunmustur
(70). Mentes ve arkadaslarinin ¢aligmasinda ise KRK nedeniyle opere edilen hastalarin
85’inde (%42.5) ek hastaliklar bulunmus ve sik goriilen hastaliklar arasinda, hipertansiyon ve
DM oldugu bildirilmistir (71).

Bizim ¢alismamiza dahil ettigmiz 237 hastanin 70’inde GGK (+) tespit edilip,
bunlarin 57’si (%81) DM olup 13’0 (%19) Non DM hastalarindan meydana geldigi
goriilmiistiir. DM hastalarinda Non DM hastalarina kiyasla anlamli bir sekilde GGK (+) fazla
oldugunu saptadik ve bu durum literatiirde konusu olan, DM hastalarinda KRK goriilme
ihtimalinin daha yiiksek olmasi, gézlemleriyle uyumludur. DM ve Non DM hastalar1 arasinda
GGK pozitiflik durumunda istatiksel olarak anlamli bir fark gorildii (p<0,05). Ayrica es
zamanli olarak yaptigimiz calismamizda 100 DM hastasinin 61’inde gastrointestinal
rahatsizliklarinin oldugu, Non DM hastalarinda ise 137 hastadan sadece 18’inde oldugu

saptanmuistir.
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SONUC VE ONERILER

Normal sartlarda gastrointestinal flora; patojenlerden korunma, metabolizma ve
immun sistemin gelisiminde biiyilk 6éneme sahiptir. Molekiiler teknolojideki gelismeler ile
birlikte, gastrointestinal flora daha iyi agiklanmis; diyabet mellitus, obezite, inflamatuvar
bagirsak hastaliklari, irritabil kolon hastaligi, romatoid artrit gibi otoimmun hastaliklar, bazi
spondiloartropatiler ve enfeksiy6z enterokolit gibi pek c¢ok hastalik ile iligkili oldugu
goriilmiistiir. Gastrointestinal flora kendi igerisinde dengeli olan bir mikroekosistemdir. Tek
bir bakterinin bile gastrointestinal epiteli ile olan iliskisi biiylik bir metabolik siireci de
beraberinde getirmektedir. Cevresel sartlar, kullanilan ilaglar ve kisinin yasam bicimi bu
mikrofloranin diizenini bozabilir. Gastrointestinal floranin disbiyozisi konak immiinitesine
hasar vererek hastalik olusumuna sebep olur. Gastrointestinal flora homeostasisinin normal

bir sekilde tutulmasi saglikli yasam i¢in vazgecilmez bir unsurdur (39).

Gastrointestinal flora bagirsakta sindirilimeyen karbonhidratlarin ve proteinlerin
sindirimini, ¢esitli vitaminlerin de sentezini saglayarak metabolizmaya katkida
bulunmaktadir. Gastrointestinal flora iiyelerinin metabolizmaya en biiylik katkilarindan biri
KZYA sentezlemeleridir. Sentezlenen bu yag asitleri bagisiklik yanitinin olusmasinda ¢ok
onemli bir gorev almaktadir. Ayrica KZYA, Glukagon-like Peptide 1 sekresyonunu uyararak
insiilin sentezini arttirmaktadir. GIS’ teki homeostasinin bozulmas1 KZYA’larin azalmasina

ve sonug olarak Glukagon-like Peptide 1’in sekresyonunda da azalmaya sebeb olur (37).

Yasam tarzi, diyetler, cografik faktorler ve gevresel sartlar mikrobiyotay1 etkileyip,
mikrobiyotanin kompozisyonumu belirlemektedir. Ayrica antibiyotiklerin gereksiz ya da asir1
kullanimi, GIS mikrobiyotasindaki mikrobiyomlarin azalmasina ya da yok olmasina sebep
olmaktadir. Bu mikrobiyomlarin azalmasi sebebiyle bir¢ok hastalik olusabilmektedir. Bu
caligmada diyabetik bireylerde GIS florasinda olusan degisiklikler incelendi. Yapilan
caligmada, bakteriyolojik kiiltiir identifikasyon islemleri, gaitada gizli kan ve eszamanli olarak
alman serum Orneklerinde glukoz ve HbAI1C testleri ¢alisildi. Istatistiksel analizler ile
degerlendirme sonucunda diyabetik hastalarda, diyabeti olmayanlara gore E. coli gibi gram
negatif ve biitirat tiretmeyen bakterilerin yogun oldugu (p= 0,01), buna karsin sayisal olarak
bakteri ¢esitliliginin daha az oldugu ve bu hastalarda gizli kan pozitiflik oraninin daha yiiksek
oldugu (p= 0,01) teshit edildi. Ayrica gastrointestinal rahatsizliklara (%61) daha duyarl

olduklar1 goriilmiistiir. Diyabetli bireylerde gram-negatif bakterilerin artis1 s6z konusudur (p=
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0,01). Bu artis inflamasyona ve bunun sonucunda da insiilin hassasiyetini azaltarak tip 2
diyabetin olusumuna neden olmaktadir. Calisgmamizda biiyiik bir dlgiide literatliirde su ana

kadar yapilan ¢aligmalara benzer sonuglara ulasiimistir.

Ayrica es zamanlhi olarak yaptigimiz calismamizda 100 DM hastasinin 61’inde
gastrointestinal rahatsizliklarinin oldugu, Non DM hastalarinda ise 137 hastadan sadece
18’inde oldugu saptanmustir. Bu sonuglar diyabet ile GIS rahatsizlig1 arasinda anlamli bir
iligki oldugunu ve diger bagka c¢alismalar i¢in de bir arastirma konusu olabilecegini

gostermektedir.

Bu sonuglar, metabolik hastalik riski ve etyopatogenezisinin belirlenmesinde
mikrobiyotanin bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durumda, daha
onceden analiz edilmis GIS mikrobiyotas1 kompozisyonuyla diyabet olusumu

geciktirilebilecek veya engellenebilecektir.

Bu konuda, bakteriyolojik kiiltiir identifikasyonu islemleriyle ilgili yapilmis literatiirde
sinirli sayida ¢alismanin olmasi nedeniyle bu arastirma, bilimsel agidan 6nem arz etmektedir.
Diyabet gelisiminde bir¢ok faktor etkilidir. Bu faktorlerle birlikte daha kapsamli bir calisma
yapilip, daha genis hasta grubunda ve farkli poptilasyonlarda tekrarlanip analiz edilmesi, bu

caligmanin dogrulugu agisindan faydali olacaktir.
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