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OZET

AKTAS A. (2024). Vankomisin Direngli Enterokok ve Karbapenem Direngli Gram
Negatif Comak Kolonizasyonlu Neonatal Rektal Siiriintii Orneklerinin Metagenomik
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji
ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Insan bagirsak mikrobiyotasi, saglikli ve hastalikli dénemlerde sayisal anlamda farklilik
gosterebilen ve tiir cesitligi yoniinden diger viicut bolgelerine kiyasla en biiyiik
mikrobiyota toplulugudur. Fizyolojik, metabolik ve immiinolojik gibi hayati
fonksiyonlarda rol oynayan bagirsak mikrobiyotasi insan sagliginin merkezi olarak
kabul edilmektedir. Dogumun ardindan yerlesmeye baslayan mikrobiyotanin
kompozisyonu, bebegin dogum sekli, bebegin yasi, beslenme tipi, aldigi antibiyotikler
ve cevresel kosullar dahil olmak iizere bir¢ok faktdrden etkilenmektedir. Calismamizda
yenidogan yogun bakim servisinde yatan <32 hafta dogum yast ve 1500 gr’dan diisiik
dogum agirhgma sahip bebeklere yatis siiresince uygulanan antibiyotiklerin
mikrobiyota kompozisyonuna etkisinin arastirilmasit amaglanmistir. Caligmamizda, 20
bebekten toplanan mekonyum 6rnekleri (n=20) ve ayni bebeklerin ilk kez vankomisine
direngli Enterococcus (VRE) ve karbapeneme direngli Klebsiella pneumoniae (KRKP)
saptanan rektal siiriintii ornekleri (n=20) olmak iizere toplamda 40 6rnekte, yeni nesil
dizileme yontemi ile 16S rRNA kodlayan gDNA bdlgesi sekanslanarak metagenomik
analizi yapilmistir. Caligmamiz bu konuda Tiirkiye’de yapilan ilk ¢aligma 6zelligini
tasimaktadir. Bebeklerden alinan 20 mekonyum oOrneginde toplam 25 filum
saptanmistir.  Mekonyumlarda en baskin dort filum sirasiyla;  Bacillota,
Pseudomonadota, Bacteroidota ve Actinomycetota oldugu, rektal siiriintii 6rneklerinden
ise Pseudomonadota goreceli bollugunda bir artis oldugu diger ii¢ filumda ise anlaml
bir azalma goriildiigii saptanmistir. Filum diizeyinde alfa biyogesitlikte anlamli sekilde
azalma (p=<0,05) saptanirken, beta g¢esitlilikte rektal siirlintiide varyans azalmasi
goriilmiistiir.  Bebeklere ait oOrneklerde toplamda 310 aile saptanmistir.
Enterobacteriaceae (%35,56) ve Enterococcaceae (%18,35) en yiiksek oranda goriilen
aileler olarak saptanmistir. Cins/tiir bazinda ise 6rneklerde toplamda 2594 cins/tiir tespit
edilmistir. ilk bes cins; Enterococcus spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp.,
Enterobacter spp., ve Clostridium spp., tiir ise; E. faecalis, E. faecium ve K.
pneumoniae olarak tespit edilmistir. Bebeklerin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunda
meydan gelen bu degisimin nedenleri, bebeklerde kullanilan antibiyotiklerin yani sira
bagirsak mikrobiyotasinin dogal gelisim siirecine de bagli olabilir. Bu konuda daha ¢ok
ornek lizerine ¢aligmalarin yapilmasi yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyota, yenidogan, antibiyotik, 16S rRNA, VRE, KRKP,

mekonyum, rektal siirtintii

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2022-38378



ABSTRACT

AKTAS A. (2024). Metagenomic Investigation of Neonatal Rectal Swab Samples
Colonised with Vancomycin-Resistant Enterococci and Carbapenem-Resistant Gram
Negative Rods. Istanbul University, Institute of Health Science, Medical Microbiology.
PhD Thesis. Istanbul.

The human intestinal microbiota is the largest microbiota community compared to other
body regions in terms of species diversity, which can differ numerically in healthy and
diseased periods. The intestinal microbiota, which plays a role in vital functions such as
physiological, metabolic, and immunological, is considered the center of human health.
The composition of the microbiota that begins to settle after birth is affected by many
factors, including the type of birth of the baby, the baby's age, nutrition type, antibiotics
taken, and environmental conditions. Our study aimed to investigate the effect of
antibiotics administered to babies with a birth age <32 weeks and a birth weight less
than 1500 g on the microbiota composition during hospitalization in the neonatal
intensive care unit. In our study, the next-generation sequencing method was used in a
total of 40 samples, including meconium samples collected from 20 babies (n = 20) and
rectal swab samples (n = 20) from the same babies, in which vancomycin-resistant
Enterococcus (VRE) and carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae (KRKP) were
detected for the first time. The gDNA region encoding 16S rRNA was sequenced, and
metagenomic analysis was performed. Our study is the first study conducted in Turkey
on this subject. A total of 25 phyla were detected in 20 meconium samples taken from
babies. The four most dominant phyla in meconiums are: Bacillota, Pseudomonadota,
Bacteroidota, and Actinomycetota. From the rectal swab samples, there was an increase
in the relative abundance of Pseudomonadota and a significant decrease in the other
three phyla. While a significant decrease (p<0.05) was detected in alpha biodiversity at
the phylum level, a decrease in variance in rectal swab was observed in beta diversity. A
total of 310 families were identified in the sample of babies. Enterobacteriaceae
(35.56%) and Enterococcaceae (18.35%) were found to be the families with the highest
frequency. On the basis of genus or species, a total of 2594 genera or species were
identified in the samples. The first five genera are Enterococcus spp., Klebsiella spp.,
Staphylococcus spp., Enterobacter spp., and Clostridium spp. species; they were
identified as E. faecalis, E. faecium, and K. pneumoniae. The reasons for this change in
the intestinal microbiota composition of babies may depend on the natural development
process of the intestinal microbiota as well as the antibiotics used in babies. It would be
useful to conduct studies on more examples of this subject.

Key words: Microbiota, newborn, antibiotic, 16S rRNA, VRE, CRPC, meconium,
rectal swab
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1. GIRIS VE AMAC

Mikrobiyota, bedenin belirli bolgelerinde yerlesik, saglikli ve hastalikli
donemlerde sayisal agidan farklilik gosterebilen mikroorganizma toplulugunu,
mikrobiyom bu mikroorganizmalarin genetik materyallerinin toplami olarak nitelenir
(1). Deri, burun, vajina, bagirsak ve agizda yer alan kommensal, simbiyotik ve patojenik
mikroorganizmalar, bedenimizi olusturan hiicrelerden 10 daha fazla oranda
bulunabilmektedir (2). insanda yasayan bu mikroorganizmalarin biiyliik g¢ogunlugu
bagirsak florasinda yer alarak, enerji liretimi, besinlerin sindirimi, bagisiklik sisteminin
gelismesi ve diizenlenmesinde de kritik gorevler istlenmektedir (3-5). Saglikli bir
insanin bagirsak sisteminde tahmini 1000°den fazla tiir bulunurken, bunlardan sadece
160°u tiim bireylerde ortak olup (¢ekirdek mikrobiyota), yogunluklari bireyler arasinda
farklilik gostermektedir (6,7).

Bagirsak florasi sadece bakteriler ve arkealardan ibaret olmayip viriisler ve
cesitli 6karyotik canlilar da yer alabilir (1,4). Yeni nesil dizileme sistemlerinin (NGS)
pratikte kullaniminin yayginlagmasi ile birlikte 16S rRNA dizilemesi ve biyoinformatik
stratejilerin kullanildigi metagenomik analizler sonucunda kiiltiirii yapilamayan g¢ok
fazla sayida yeni tiirlerin varlig1 gosterilmistir. Filogenetik analizlerde, Bacteroidetes,
Bacillota (Eski adi: Firmicutes), Pseudomonadota (Eski adi: Proteobacteria) ve
Actinomycetota (Eski adi: Actinobacteria) olmak iizere dort ana filumun (phylum)
bagirsak mikrobiyatasinda ortak baskin bilesenler oldugu, Verrucomicrobiota,
Synergistetes, Planctomycetes, Mycoplasmatota (Eski adi: Tenericutes) ve
Deinococcus-Thermus’a ait tiyelerin degisen oranlarda bulundugu gériilmiistiir (8). Cins
diizeyinde ise, Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Ruminococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Klebsiella,
Escherichia, Enterobacter, Lactobacillus ve Proteus bagirsak mikrobiyotasinda baskin

olarak yer alirlar (9).

Insan mikrobiyotasinin olusumunda, gestasyon siiresinin ve dogum yasinin etkisi
g6z ard1 edilemeyecek kadar biiyiiktiir. Dogumun ardindan yenidogan mikrobiyotasi
cevresel kosullar da dahil olmak iizere bircok faktorden etkilenmektedir. Ozellikle
hastanede kalis siirecinde servis ortami ve servis c¢alisanlarinin mikrobiyotasina maruz

kalmaktadirlar. Bu nedenle, bu tezde, <32 hafta dogum yas1 ve 1500 gr’dan diisiik



dogum agirligina sahip bebeklerin yenidogan yogun bakim servislerinde tedavileri
boyunca, vankomisin diren¢li Enterococcus (VRE) ve karbapenem direngli Klebsiella
pneumoniae (KRKP) ile kolonizasyonlarina neden olan bagirsak mikrobiyotasinda
meydana gelen degisimler, mekonyum ornekleri ve direngli bakteri kolonizasyonu
goriilen rektal siiriintii 6rneklerinden izole edilen genomik DNA’larin (QDNA) 16S
rRNA dizilerini karsilastirilarak biyogesitlilikler degerlendirilmistir. Bu yolla, hastane
ortamindan kaynaklanan direngli bakteri kolonizasyonunun yenidogan mikrobiyotasi

formasyonundaki degisimlerinin gosterilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Vankomsine Direncli Enterokok (VRE) ve Karbapeneme Direngli Klebsiella
pneumoniae (KRKP)

Bakteriyel hastane enfeksiyonu, hastaneye yatan hastalarin yatisindan 48 saat
sonra ortaya ¢ikan enfeksiyon olarak tanimlanmaktadir (10). Cogul ilag direnci (CID)
olan Vankomisin Direngli Enterokok (VRE) ve Karbapenem Direngli Klebsiella
pneumoniae (KRKP) gibi bakteriler, el antisepsisi kurallarina uymayan saglik
personelinin elleriyle taginarak hastanede yatan hastalarin bagirsaginda kolonize olup,
hastalar arasi1 kolaylikla yayilarak ciddi enfeksiyona neden olan onemli hastane
enfeksiyonu etkenleridir. Plazmid/transpozon {lizerinde tasinan bu antibiyotik direng
genleri; VRE’de vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM ve vanN ve
KRKP’de ise IMP, VIM, NDM, KPC ve OXA-48 bagirsakta bulunan diger duyarl
bakterilere gecerek diren¢ kazanmalarina ve salginlara neden olmaktadir (11,12).
Bundan dolayr bu iki etkenin yatan hastalarda taranmasina her zaman Onem
verilmektedir. Bagirsak mikrobiyotas1t normal kosullarda patojen bakterilerin kolonize
olmasma izin vermez ancak herhangi bir nedenle Ornegin yenidogan bebeklerde
mikrobiyotanin tam olugsmamasi, hematolojik hastalar, immiinolojik defektler veya altta
yatan bagka hastaliklar1 olan hastalarda VRE ve KRKP kolonize olabilmektedir.
Kolonizasyon siiresi mikrobiyotanin kompozisyonuna gore bazen birka¢ giin bazen de

bir y1l gibi uzun siirebilmektedir.

2.2. Insan Bagirsak Mikrobiyotasi

Insan gastrointestinal sistem (GIS) liimeni, konak olan insan ile dig ortam
arasindaki en biiyiik bariyer ve en aktif yiizeydir (13). Onceki inanigin aksine, bagirsak
epitel bariyeri statik bir fiziksel bariyer olmayip, bagirsak mikrobiyotast ve bagisiklik
sisteminin hiicreleri ile giiclii bir sekilde etkilesim halindedir. Epitel hiicreleri,
bagisiklik hiicreleri ve mikrobiyota arasindaki bu yogun iletisim sayesinde, antijenlere
kars1 spesifik bagisiklik tepkilerini sekillenmekte, bagisiklik fonksiyonlarinin toleransi
ve efektor etkileri dengelenmektedir (14).

Bagirsak  mikrobiyotas;, konak ile simbiyotik iliskili ¢ok sayida
mikroorganizmadan olusan bir ekosistemdir (15). Biiyiik boliimii anaerobik ve fakiiltatif

anaerobik bakteriler olmak {izere bagirsakta yagamak i¢in adapte olan yaklasik 10-100
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trilyon simbiyotik mikrobiyal hiicreden olusur (Sekil 2-1) (16,17). Bu bakteriler ¢esitli
besinlerin son sindirimleri ve bazi vitaminlerin modifikasyonu gibi insan fizyolojisi i¢in
kritik 6oneme sahip gorevleri Ustlenir (18). Ancak bagirsakta yasayan birgok bakteri,
stres ve gesitli faktorlerin etkisi ile bagirsak bariyerini asarak dolagim sistemine gecerek
sistemik enfeksiyonlara neden olabilir. Son donemlerdeki ¢alisma verileri, etiyolojisi

bilinmeyen hastaliklar ile bagirsak mikrobiyotasini iligskilendirmektedir (19).
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Sekil 2-1:Gastrointestinal sistemde bulunan bakteri tiirleri ve bakterilerinin yerlesimi.

Bagirsak mikrobiyotasinda yer alan tiim bakterilerin olumsuz etkileri olmamakla
birlikte probiyotikler olarak tanimlanan mikroorganizma grubu sagliksal anlamda
konaga fayda saglar. Bir organizmanin probiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in; insan
orijinli, non-patojenik, mide pH’1t ve safra tuzlarma direngli, bagirsakta kolonize
olabilme yetenegine sahip ve lirettigi metabolitler ile gerek immiin sistem gerekse de
fizyolojik olarak olumlu katki saglamasi gereklidir (20). Bu kriterlere gore
degerlendirme yapildiginda; Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus
spp., Streptococcus spp. probiyotik bakteriler olarak kabul gérmektedir. In vitro
yiriitillen ¢alismalar bu bakterilerin yararlarinin sadece canli haldeyken olmadigini,
hiicre kalintilarinin ve genetik materyallerinin de bagisiklik sisteminin modiilasyonuna
katki sagladigi gostermistir (21). Bu nedenle, bagirsak mikrobiyotasi gelisimi, insanin
sadece bebeklik donemini degil, hayatinin ilerleyen donemlerini de direkt olarak

etkilemektedir.



2.2.1. Pre-term Bagirsak Mikrobiyotasinin Gelisimi

16S rRNA dizileme teknolojilerinden 6nce genel inanis, fetiisiin rahim ig¢inde
steril ortamda bulundugu ve ilk mikrobiyota olusumunun fetal zarin yirtilmas: ile
basladigi yoniindeydi. Ancak 2014 yilinda 16S rRNA’nin dizilenmesi ile yapilan
calisma ile amniyotik sivinin steril olmadig1 ve fetiisiin deri flora kolonizasyonunun
daha rahimdeyken olusmaya basladigini gosterilmistir (22). Bu durum, erken doguma
sebep olan korioamniyotitin, sadece eksojen mikroorganizmalardan degil amniyon sivisi
mikrobiyotasindan da kaynaklanmasi ile iliskilendirilebilir. Erken dogum yapan
kadinlarin amniyon sivilart1 ve dis plaklarindan aliman Orneklerin 16S rRNA
incelemelerinde sirastyla Fusobacterium nucleatum ve Porphyromonas gingivalis tespit
edilmesi mikrobiyota elemanlarmin dogum siireci ve fetiis gelisimine etkiledikleri
fikrini destekleyici niteliktedir (23). Normal siirede dogan bebeklerin plasentalarindan
alinan amniyotik sivi ile mekonyum mikrobiyotas1 benzerlik gosterirken, Ureaplasma
spp. kolonizasyonu gdzlenen plasentaya sahip bebeklerin erken dogum ve
intraventrikiiler kanama ile diinyaya geldikleri gdsterilmistir (24). Pre-term bebeklerde
mekonyumda Staphylococcus epidermidis bulunma orani sezaryen ile doganlarda %75,
vajinal yoldan doganlarda ise %30 civarindadir (25). Bundan dolayi, amniyon sivisi
mikrobiyotas1 hamilelik siiresini ve bebegin sonraki hayatinda sahip olacagi bagirsak
mikrobiyotasini direkt olarak etkilemektedir (Sekil 2-2).

GIS mikrobiyotas1 dogumda steril olmakla birlikte mikrobiyotanin olusma
siireci; maternal kolonizasyon, dogum sekli, gebelik siiresi, ilk enteral beslenmenin
igerigi, anne siitiinii emme yolu ile alma ve antibiyotik maruziyeti gibi birgok ¢evresel
faktorlerden etkilenir (26,27). Anne siitliniin nispeten pH dengeleyici etkisi ile birlikte
asidik mide ortamin1 asan bakteriler bagirsaklara yerleserek ilk kolonizasyonu
gerceklestirir. Yapilan bir ¢alismada, saglikl eriskinlerde GIS mikrobiyotasini olusturan
bakterilerin 10 sayisina erisebilecegini gosterilmistir (2).

Pre-term bebeklerin mekonyum mikrobiyotalarinda bakteriyel ¢esitlilik full-term
bebeklere gore disiiktiir. Bu gesitlilik, yasamin ilerleyen donemlerinde beslenme ve
cevresel faktorlerin etkisiyle artig gosterir. Staphylococcus spp., Enterococcus spp.,
Streptococcus spp. erken donemdeki baskinligi, Enterobacteriaceae  baskinligina
dontigiir. Clostridium spp., Veillonella spp. full-term bebeklere kiyasla pre-term
bebeklerde geg ortaya ¢ikar. Ancak Veillonella spp.’nin 27 haftadan kiigiik dogan asiri
pre-term bebeklerin mekonyumlarinda goriildiigii de literatiirde belirtilmistir (25,28-30).



Hamilelik Cocukluk Eriskinlik
Dogum
s > | S 2 ‘w @

— Proteobacteria’

3
a a o
=
2 z
Z|S > Bacteroides |
Staphylococcus, r
bacterium, 3
Propionibacterium spp. —
[Uterusta Steril Bifidobacteria Bacteroidetes Bacteroidetes
C1 Sistem Enterobacteria = “gacieroides > Firmicutes ———  Firmicutes
Lactobacillus, 2
Prevotella, o
Sneathia spp. Karbohidrat @)
Kullanimi Artmass ,§ O mmldem
o 5 Firmicutes
2
.c
£
[ @
(3)

e agitel

Sekil 2-2: Mikrobiyotanin gelisim siireci (1’den degistirilerek). Yenidoganin gastrointestinal sistemi
doguma kadar sterildir, ancak dogum sekline bagh olarak kolonizasyon baslar. ilk kolonizasyonun daha
kararli ilerlemesi, hayatin ilk dénemlerinde tool-like reseptér (TLR) sayisinin azalmasiyla miimkiindiir.
Beslenme formiilasyonunun degismesiyle mikrobiyal gesitlilik artar ve bagisiklik sistemi kommensal-
patojenik mikroorganizmalari ayirt etme konusunda egitilir. 3 yastan sonra ise ¢ogunlukla
Pseudomonadota ve Bacteroidetes bulunur, ancak cesitli hastaliklar ve cevresel kosullarin etkisiyle
degisen mikrobiyota ¢esitliligi vardir

Staphylococcus spp. ve Enterococcus spp. gibi fakiiltatif anaeroplar ilk hafta
icinde bagirsakta kolonize olmaya baglar. Bu tiir bakteriler tarafindan oksijen tiiketimi,
bagirsaktaki redoks potansiyelinde bir diisiise neden olur, bu durum Bifidobacteria spp.,

Bacteroides spp. ve Clostridium spp. gibi anaeroplarin kolonize olmasina destek saglar

(31). Kolonizasyon igin tek etken bagirsak i¢i mikrobiyota iiyeleri olmayip, eksternal

cesitli faktorler de siireci etkilemektedir. Anne siitli ile beslenen bebeklerde formiile

mama ile beslenen bebeklere kiyasla daha yiiksek Bifidobacterium spp. kolonizasyonu
goriiliir (32). Pre-term bebekler, full-term bebeklere kiyasla daha az tiir ¢esitliligi ve
nispeten daha disiik Bifidobacterium spp. insidansi, daha az genel bakteri sayist ve daha
yavas kolonizasyon oranlarina sahiptir. Batili iilkelerde dogan bebekler, gelismekte olan
tilkelerde doganlara gore daha ge¢ bakteri kolonizasyonuna ve daha az Bifidobacterium
spp.’ye sahiptir. Bu durum, hijyen gibi ¢evresel faktorlerin full-term bebekler igin de
onemli oldugunu diisiindiirtir (28). Yenidogan bakiminin (kiivozlerde bakim, kati hijyen
ve antibiyotik kullanimi vb.) bagirsak mikrobiyotasi olusumu {iizerindeki tek basina

etkilerini géstermek ise zordur.



2.2.2. Bagirsak Mikrobiyotasinin Bilesenleri

GI mikrobiyota kompozisyonu hakkinda bilinenler, molekiiler sistemlerin kesfi
oncesi donemlerden oldukga farklidir. Bagirsak mikrobiyotasinda yer alan ancak kiiltiir
ile tespit edilemeyen tiirlerin tespitleri i¢in 16S rRNA geninin NGS yoOntemleri
kullanilarak arastirtlmasi ile 3 milyondan fazla bakteriyel genden olusan katalog
olusturulmustur (4). Bu katalogda yer alan deoksiriboniikleik asit (DNA) verileri
kullanilarak yapilan filogenetik analizlerde, bagirsak mikrobiyotasinda yer alan
bakterilerin %90’dan fazlasinin Bacillota (Clostridium spp., Faecalibacterium spp.,
Roseburia spp., Ruminococcus spp., Eubacterium spp.), Pseudomonadota (Escherichia
spp.) ve Bacteroidota’ya (Bacteroides spp., Prevotella spp.) dahil bakterilerden olustugu
goriilmistiir. Nispeten daha az oranda Actinomycetota’dan (Bifidobacterium spp.)
onemli tiirler ile birlikte; Lentisphaerae spp., Synergistetes spp., Planctomycetes spp.,
Tenericutes spp., Deinococcus spp., Thermus spp. gibi izole edilmesi zor ya da 6zel
gereksinimlere ihtiyag duyan cinslerin de yer aldign goriilmiistiir. Okaryotik
mikroorganizmalardan Candida spp. baskin sekilde bulunmaktadir (33-35).

Hayatin ilk donemlerinde anne siiti alimi ve diger faktorlerin etkisi ile
Bifidobacteriales ve Coriobacteriales iiyeleri yayginken, Actinomycetotales iiyeleri bu
iki takima gore daha az oranda bulunur (8). Actinomycetotales tiyelerinin G-C oraninin
yliksek olmasi ve hiicre zarmin pargalanarak genetik materyalin yeterli ve saglikli

sekilde elde edilmesinin gii¢ olmasi, bu oranin az olmasi ile iliskilendirilebilir.

2.2.3. Mikrobiyota Olusumunu Etkileyen Faktorler

2.2.3.1. Hamilelik Siireci

Hamile kalma giiniiniin tam olarak tespiti mimkiin olmadigindan, hamilelik
siireci genellikle tahmin edilmektedir. Bebekler, normal sartlarda 37 ve sonraki
haftalarda dogar ve full-term bebekler olarak isimlendirilir. Bu siireden 6nce dogan
bebekler pre-term olarak isimlendirilirler. Pre-termlik olgusu erken pre-term (32 hafta
ve oncesinde doganlar) ve geg¢ pre-term (32-37 hafta aras1 doganlar) olarak ikiye ayrilir
(36,37).

Dogum agirliklarinda fizyolojik nedenlerden dolayr normal olarak kabul
edilebilen tam bir deger bulunmamaktadir. Bir bebegin dogum agirligi, dogumdan sonra
kaydedilen ilk agirliktir ve ideal olarak dogumdan sonraki ilk saatlerde, dogum sonrasi

onemli bir kilo kayb1 meydana gelmeden once dlgiiliir. Diisiik dogum agirlig terimi,



gebelik yasina bakilmaksizin <2500 gr agirligi ifade eder. Agirliklar1 1500 gr'dan
diisiikse ¢ok diisiik dogum agirlikli, 1000 gr'dan azsa asir1 diisiik dogum agirlikli olarak
adlandirtlirlar. Diisiik dogum agirligi; erken dogum, intrauterin biiyiime veya her
ikisinin bir sonucu olarak meydana gelebilir (38,39).

Dogum yasi, yenidogan mikrobiyotasini etkileyen ana faktorlerden biridir.
Amniyon sivisinin sahip oldugu DNA konsantrasyonu ile hamilelik siiresi arasindaki
iliskinin gosterilmesi ve mekonyum mikrobiyotasinin amniyotik sivi mikrobiyotasi ile
benzer karakterde olmasi, intrauterin ortamin fetal bagirsak mikrobiyotasint direkt
olarak etkiledigini gostermektedir (40). Full-term bebeklerin bagirsak mikrobiyotasinin
yaklagik 3 yil sonucunda daha kararli hale geldigi diisiintildiigiinde pre-term bebeklerin
bagirsak mikrobiyotasi gelisimlerinin full-term bebeklere gore daha fazla etkilenir.

Pre-term bebeklerde bagirsak mikrobiyotasinin full-term bebeklere gore daha az
gelismis olmasi, immiin sistemin full-term bebeklere gore daha az gelismesine neden
olur (41). Yasammn ilk giinlerini kiivezde gegiren ve yasam destegi alan
yenidoganlarda Gram negatif bakterilerin kolonizasyon potansiyeli yiiksektir. Sepsis
gelisme ihtimalini ortadan kaldirmak igin, yiiksek oranda antibiyotik kullanilmasi
gerektirmekte, sonug olarak eriskin benzeri mikrobiyotaya ge¢is siirecini uzamaktadir
(42). Pre-term 52 bebek iizerinde, dogum agirhigi, dogum sekli, antibiyotikler ve
beslenmeden bagimsiz olarak yapilan aragtirmada, 18 bebekte Bifidobacterium spp.
kolonizasyonunun full-term bebeklere gére daha uzun siirede (33. haftadan sonra)
olugsmaya bagladig1 gosterilmistir. Bu ¢alismayla, gebelik yasinin, Bifidobacterium spp.

kolonizasyonunun zamanlamasini etkileyen ana faktor oldugunu gosterilmistir (43).

2.2.3.2. Dogum Sekli

Yenidogan mikrobiyota gelisimi i¢in ilk viraj, dogum seklidir. Vajinal yoldan
dogan bebeklerde ilk mikrobiyota profili ile vajinal mikrobiyota benzerlik
gostermektedir. Sezaryen dogumdan sonraki fetal mikrobiyota ise annenin kutandz
mikrobiyotasi, dogum ekibinin mikrobiyotasi, tedavi siiresince kalinan hastane ortami
ve eger varsa diger bebeklerin mikrobiyotalar: ile benzer profil sergilemektedir (44).
Normal yolla dogan bebekler, vajinal orijinli Bacteroides, Bifidobacterium,
Escherichia/Shigella ve Parabacteroides ile kolonize olur. Bu bakteriler, fetiisiin ilk
bagirsak mikrobiyota kolonilerini olusturur. Sezaryen ile dogan bebeklerin mikrobiyota

bilesenleri temelde annenin deri mikrobiyotas:t ile dogumu gergeklestiren ve ilk



kontrolleri yapan ekibin mikrobiyotasinda yer alabilen Enterobacter hormaechei,
Haemophilus parainfluenzae, E. faecalis ve Streptococcus australis agisindan daha
baskindir (1). Bu veri, normal yolla dogan bebeklerde Bifidobacterium spp.,
Bacteroides spp., Lactobacillus spp. ve Prevotella spp. baskin iken sezaryen ile dogan
bebeklerde Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. ve Propionibacterium spp.
bakimindan daha baskin oldugunun gosterilmesi ile desteklenmistir. Ayrica vajinal
yoldan dogan bebeklerde Clostridioides difficile (C. difficile) kolonizasyonu daha az

oranda oldugu goriilmektedir (44,45).

2.2.3.3. Beslenme Tipi

Anne siitii icerigi bireyden bireye farklilik gosterse de genel itibariyle
oligosakkaritler, vitaminler ve mineraller bakimindan olduk¢a zengindir. Anne siitii ile
beslenen yenidoganlarin diski  Orneklerinin  16S  rRNA temelli analizlerinde
Bifidobacterium spp. baskinken, formiile mama ile beslenen yenidoganlarda C. difficile,
Bacteroides spp. ve C. perfrigens’in baskin oldugu goriilmiistiir (46). C. difficile’nin
baskin oldugu yenidoganlarda egzama gelisme riskini artirdigi, Treg hiicre yanitini
etkiledigi, bagirsak gecirgenligini artirdigi ve toksin iiretimini artirarak normalde
zararsiz antijenlere karst duyarliliginda artisa neden oldugu bildirilmistir (47,48). Tim
bu verilerin aksine, anne siitlinden kesilmenin bagirsak DNA ¢esitliligini artirdigina dair
verilerin olmasi, beslenme tiplerinin bagirsak mikrobiyotasinin olusumu ve gelisimi

tizerine etkisini gostermektedir (49).

2.2.3.4. Hastanede Kalis Siiresi
Hastane ortaminin rolii sezaryen ile dogan ve annenin vajinal mikrobiyotasina
maruz kalmayan bebekler i¢in daha 6nemlidir. Dogumdan sonra yogun bakim servisine
yatirilan bebekler, ¢apraz bulas nedeniyle serviste yatan diger bebekler ile benzer
bagirsak mikrobiyotasina sahiptirler (50). C. difficile tasiyict yogun bakim servis
calisan1 kaynakli ¢apraz bulas, birinci haftada %27, dordiincti haftada %78 ve yedinci

haftadan itibaren tiim servis genelinde yatan yenidoganlarda goriilebilir (51).

2.2.3.5. Antibiyotik Kullanimi
Dogum oOncesinde, annenin 18 saati agsmayan antibiyotik kullanimi, B grubu
streptokoklarin ve Lactobacillus spp.’nin vertikal gegislerini anlamli sekilde azaltirken,

yasamin ilk 3 ayinda ise Bacteroides spp. ve Parabacterioides spp. miktarlarinda



azalma, Pseudomonadota’da goreceli bolluk artisina neden olmaktadir (52, 53). Full-
term bebeklerde antibiyotik kullanimi1 Actinomycetota ve Bacteroidota oraninda diisiise
ve Enterobacteriaceae artigina; diisik dogum agirligina sahip pre-term bebeklerin
mekonyum Orneklerinde Bacteroidaceae oraninin azalmasina, yasamin ileri giinlerinde
ise Enterobacteriaceae oraninda anormal sekilde artigina neden olur (54).

Antibiyotik kullanimi1 sadece mikrobiyotay1 olusturan bakteri sayisinda azalma
yapmazken, antibiyotiklere maruz kalan pre-term bebeklerde kisa zincirli yag asitleri,
asetat, propiyonat ve biitirat gibi mikrobiyal metabolitlerin diizeylerinde azalmaya
neden olur (55). Yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, antibiyotiklerin yeni
olugmaya baslayan mikrobiyota iizerinde kisa ve uzun vadede etkili olarak disbiyosise
neden olup bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesi de dahil olmak iizere bir¢ok sistemin

fizyolojik gelisimini etkiledigini gostermistir (56).

2.2.3.6. Prebiyotik, Probiyotik ve Simbiyotik Kullanimi

Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp. probiyotik bakteriler olarak bilinir ve
patojen bakterin bagirsak liimenine kolonize olmasinin engellenmesinde rol alirlar (50).
Ayrica probiyotik mikroorganizmalara ait metabolitlerin nekrotizan enterokolit gibi
bagirsak hastaliklarin1 6nleme potansiyelleri de vardir (57). Anne siiti, igerdigi yiiksek
oranda Bifidobacterium spp., fosfor, laktoferrin ve oligosakkaritler nedeniyle bilinen en
etkili probiyotik ve prebiyotik olarak bilinmektedir (58). Anne siitinde yer alan
oligosakkaritler mikrobiyotada yer alan bakteriler i¢in substrat olarak gorev alirken,
patojenlerin hiicre yiizeyi glikan reseptorlerine baglanmalarint  Onleyerek de
enfeksiyonlar1 engeller (59). Simbiyotikler ise probiyotikler ve prebiyotiklerin sinerjik
etkilesimleri sonucunda ortaya ¢ikar (50). Anne siitii ile beslenen yenidoganlarin agiz ve
disk1 6rneklerinin 16S rRNA temelli analizlerinde, meme derisinde bulunmayan ancak
anne siitinde ve meme aerolasinda bulunan Lactobacillales {iyelerinin yenidoganlarinin
ag1z ve diskisinda bulundugunu gosterilmistir (60). Bu veriler, sadece anne siitiiniin bile

yenidogan bagirsagi mikrobiyota olusumuna katki sagladigini1 gostermektedir.



2.2.3.7. Bebeklere Uygulanan Antibiyotiklerin Mekonyum
Mikrobiyotasina Muhtemel Etkisi

Profilaksi veya tedavi amaciyla kullanilan antibiyotiklerin insan bagirsak
mikrobiyotasinda bulunan bakterilere kars1 muhtemel etkisi Tablo 2-1’de gosterilmistir
(62).

Tablo 2-1: Bebeklerde kullanilan antibiyotiklerin bakterilere karsi etkisi.

Kullanilan Antibiyotik Antibakteriyel etkisi

Penisilinler: P (G, V) Bacillota: ~ Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Clostridium  (P-V),
Peptoniphilus, Fingoldia, Peptostreptococcus
Pseudomonadota: Neisseria gonorrhoeae, Pasteurella,
Spirochaetes: Treponema pallidurn, Borrelia
Actinomycetota: Actinomyces, Cutibacterium acnes (P-G)
Fusobacteriota: Fusobacterium
Bacteroidota: Prevotella spp.

AMP (aminopenisilin) Bacillota:  Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Clostridium  (P-V),
Peptoniphilus, Fingoldia, Peptostreptococcus
Pseudomonadota: Neisseria gonorrhoeae, Pasteurella, Beta-laktamaz negatif
H. influenzae, Proteus mirabilis, E. coli, Salmonella, Shigella
Spirochaetes: Treponema pallidurn, Borrelia
Actinomycetota: Actinomyces, Cutibacterium acnes (P-G)
Fusobacteriota: Fusobacterium

Bacteroidota: Prevotella spp.

Piperasilin Bacillota: ~ Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Clostridium  (P-V),
(ureidopenisilin) Peptoniphilus, Fingoldia, Peptostreptococcus
Pseudomonadota: Neisseria gonorrhoeae, Pasteurella, Cogu Enterobacteriaceae ve P.
aerugiona
Spirochaetes: Treponema pallidurn, Borrelia
Actinomycetota: Actinomyces, Cutibacterium acnes (P-G)
Fusobacteriota: Fusobacterium

Bacteroidota: Prevotella spp

Beta-laktam/Beta Bacillota:  Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Clostridium  (P-V),
laktamaz inhibitorii Peptoniphilus, Fingoldia, Peptostreptococcus, Peptoniphilus, beta laktamaz {ireten
SAM suslarda da etkilidir

Pseudomonadota: Neisseria gonorrhoeae, Pasteurella, beta laktamaz iireten suslarda da
etkilidir

Cok direngli antibiyotiklere direngli olan Acinetobacter spp. etkilidir.

Spirochaetes: Treponema pallidurn, Borrelia spp.

Actinomycetota: Actinomyces, Cutibacterium acnes (P-G)

Fusobacteriota: Fusobacterium spp.

Bacteroidota: Prevotella spp.,




Piperasilin Tazobaktam SAM gibi,+
Pseudomonadota: P. aeruginosa

Bacteroidota: B. fraglis e, etkilidir

Sefemler: CTX Bacillota: Streptococcus spp.’ye ¢ok, S.aureus’a orta etkili ve enterokoklara etkisiz
Pseudomonadota: Gram negatif bakterilere karsi ikinci kusak sefalosporinlere gore daha
etkilidir. Pseudomonas’a etkisizdir.

Penemler: IMP, MEM Bacillota: Aerop ve anaerop bakteriler dahil c¢oguna etkilidir ancak ertapenem
Enterococcus’a etkisizdir. MEM, Bacteroides spp, Prevotella spp., Clostridium
perfringens etkilidir.

Pseudomonadota: Coguna etkilidir. Ancak ertapenem Acinetobacter ve P. aeruginosa’ya

etkisizdir.

Aminoglikozit: GEN, AK  Bacillota: GEN/streptomisin beta-laktam/VV ile kombine edilerek enterokok ve
stafilokoklarda kullanilir
Pseudomonadota: Coguna etkilidir. P. aerugiosa‘da Brucella spp. F. tularensis ve Y.
pestis ‘e etkilidir ancak tek bagina kullanilmaz kombine edilerek kullanilir.
Actinomycetota: Nocardia (AK), baz1 Mycobacteria etkilidir.
Anaerop bakterilere etkisizdir.

Folat inhibitorleri Bacillota: Stafilokoklara MRSA dahil orta etkili ve Listeria, etkili, A grubu streptokok
Sulfanamid, trimetoprim, ve enterokoklara etkisizidir
SXT Pseudomonadota: Enterobacteriaceae, H.influenzae, Moraxella cattarhalis, ve
Stenotrophomonas etkili ancak P.aerugionsa’ya etkisizdir.
Actinomycetota: Nocardia etkilidir.

Ascomycota (mantar): Pneumocystis jiroveci etkilidir.

Glikopeptidler: V, TEC Bacillota: Stafilokok MRSA dahil, enterokok, S. pneumoniae, C. difficile, Clostridium
perfringens etkilidir, ancak Lactobacillus, Actinomyces, Gram negatiflere, VRE
etkisizidr.

Actinomycetota: Cutibacterium acnes etkilidir.

Kinolonlar: LEV Bacillota: Stafilokok, S. pneumoniae , Mycoplasma pneumoniae
Pseudomonadota: Enterobacteriaceae, H. influenzae, Moraxella cattarhalis, Legionella

Chlamydiae: Chlayidophyla pneumoniae

2.2.4. Bagirsak Mikrobiyotasinin Saghktaki Rolii

Konak bagirsak mikrobiyotasi ile bagisiklik sistemi kesintisiz bir siireg ile iligki
icindedir. Bagirsak mikrobiyotasi ile insan arasindaki bu simbiyotik iligkide, insan
mikroorganizmalar i¢in besleyici, dengeli sicaklikta, anaerobik ortam saglarken;
mikroorganizmalar metabolik siireclerin iyilestirilmesine, besinlerden enerji iiretimi ve
esansiyel bilesiklerin sentezine yardimci olur. Ayrica hiicre ¢ogalmasi/farklilasmasi ve
apoptoz siireglerinde de rol alirlar (62). Bagirsak histolojisi g6z Oniinde
bulunduruldugunda mukozada kolonize olan mikrobiyota iiyesi bakteriler enterik
patojenlerin liimen hiicrelerine baglanmasini engelleyerek (63), limen florasi ile ortak

metabolitler i¢in rekabet ederek (64), intraluminal pH'' disiirerek ve bu patojenik



mikroorganizmalara kars1 spesifik bakteriosinler tireterek enteropatojenlerin biiylimesini
inhibe ederek etki ederler (65). Ayrica primitif bakteriler, intraluminal ortamda cesitli
metabolik yolaklarinda rol alarak, hayat boyunca enfeksiyonlara karsi verilen
immiinolojik yanita etki ederler (Tablo 2-2) (66,67).

Tablo 2-2: Bagirsakta yer alan kisa zincirli yag asidi iireten gruplar ve substratlar

Asetat Propionat Butirat Laktat
Bacteroides Bacteroides Clostridia Bifidobacterium
Bifidobacterium Propionobacter Eubacteria Bacteroides
Eubacteria Velionella Fusobacterium Peptostreptococcus
Lactobacilli Peptostreptococcus Lactobacillus
Clostridia Buytrivibrio Eubacteria
Ruminococcus Ruminococcus
Peptostreptococcus Actonomyces
Velionella Fusobacterium
Fusobacterium Enterococcus
Buytrivibrio Clostridia

Sindirim sistemi, mideden aniise dogru uzandiginda ortam sartlar1 asidikten
bazige dogru doner. Midenin asidik ortami bakterilerin kolonizasyonuna engel olur, bu
sekilde bir¢ok intestinal enfeksiyon i¢in ilk bariyer olusturulmus olur (68). Besinlerin
etkisi ile asidik mide ortamindan gegen bakteriler, yenidogan ince bagirsaginda kolonize
olarak gram basma 10%2 bakteri diisecek sayida cogalabilirler (9). Kolonda ise yerlesik
bakteri sayist mukus tabakasi nedeniyle ince bagirsaktaki cesitlilik ve sayiya oranla
daha diisiik ve stabil haldedir. ince bagirsaktan farkli olarak kolonda anaerobik
bakteriler, fakiiltatif anaeroblara oranla 100 kata kadar fazla yer alarak kolonda
fakiiltatif bakterilerin ¢ogalmasimni engeller ve bircok patojen mikroorganizma

kolonizasyona ve hastaliga kars1 dogal bagisiklik saglarlar (69).

2.2.5. Bagirsak Mikrobiyotasinin Hastaliklardaki Rolii

Tibbi imkan ve metotlarin gelismesi ile birlikte diinya genelinde hastaliklarin
neden oldugu Olim oranlarinda azalmalar goriilse de Ozellikle astim ve alerji gibi
immiinolojik patolojilerde artislar goriilmektedir. Ilk donemlerde, alerjik hastaliklar
hijyen dnlemlerinin artirilmas: amactyla kullanilan maddeler ile iliskilendirilse de son
donemde 6zellikle ¢ocuklarda goriilen inflamatuar bagirsak hastaliklarinda ciddi sekilde
artiglar izlenmektedir (70). Bagirsak mikrobiyotasinda yer alan bakterilerin immiin
sistem hiicrelerinin farklilagmasi tlizerindeki etkileri diisliniildiiglinde bu tip alerjik ve
immiin sistem kaynakli hastaliklarin gelismesinde etkin rolii oldugunu diisiindirir.

Hijyen hipotezi olarak adlandirilan bu kuram, oOzellikle, Theper (Th) hiicre



farklilasmasinin Th2 yoniinde baskin olmasi alerjik hastaliklarin insidansindaki artis ile
bagdastirirken, Thz2’deki artisin da Thy kaynakli hastaliklarin  azalmasina neden
olabilecegini one siirmektedir (70). Ancak sadece hastalik nedenlerinin hijyen temeli
tizerine kurulmasi da c¢ok nitelikli degildir. Yapilan veri analizlerinde pre-term
bebeklerde Crohn ve nekrotizan enterokolit insidansindaki artis, durumun sadece hijyen
ile bagdastirilamayacak kadar karmasik oldugunu gostermistir (70). Bagirsak
mikrobiyotasinda yer alan bakteriler, safra asitlerini sekonder safra asitlerine metabolize
ederek kardiyovaskiiler hastalik riskini artirabilirler (5). Lactobacillus plantarum
naklinin kalp krizini %29 oranda azalmasina, aterosklerotik plaklarda bakteri
gDNA sina rastlanilmasi ve bu plaklarda gozlenen bakteriyel taksonlarin ayn1 bireylerin
bagirsaklarinda da tespit edilmesi, direkt olarak hastalik ile bagirsak mikrobiyotasinin
iligkilendirilmesine olanak saglamaktadir (Tablo 2-3) (1, 71).

Bagirsak mikrobiyotasi beyin ile de siki iligki icerisindedir. Mikrobiyota gelisimi
siiresince meydana gelen anormalilerin, depresyon, anksiyete ve otizm gibi birgok
mental hastalik ile iliskilisi bulunmaktadir (72). Fareler iizerinde yapilan calismada,
steril farelerin daha aktif motor aktivitesi ve daha az kaygisal davranis sergiledikleri
gosterilmistir. Ilging sekilde, patojen bakterilerden arindirilan diskinin steril fareye nakli
sonrasinda davraniglarinin dondr ile benzer sekle biirlindigii gorillmistir (73). Bu
durum, hijyen hipotezinin aksine, hastaliklarin, genetik olarak duyarli bireyler ile
cevresel faktorler arasindaki etkilesimlerin tiriinii oldugu, bunun da immiin diizensizlige

ve klinik hastaliga neden oldugunu gostermektedir (1).
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Tablo 2-3: Bagirsak mikrobiyotasindaki degisimlerin hastalhiklarla iliskileri.

Hastalik Mikroorganizma/Degisimi Etki

Lactobacillus spp. |

Erken donemdeki kolonizasyonun

Bifidobacteriom adolescentis | alerjik hastalik riskinde azalma

Alerji Clostridioides difficile |

H. pylori toleransi Treg hiicreleri ile

Helicobacter pylori | astimi baskilama

Bacteroides vulgaris 1
Colyak Hastahg Escherichia coli |

Clostridium coccoides |

Kontrollere kiyasla Colyak hastalarinda
daha yiiksek cesitlilik

Bacteroidota 1

Pseudomonadota 1 Astimli ¢ocuklarin diski 6rneklerinde

Astim - bakteriyel ¢esitlilik kontrol grubuna
Actinomycetota | gore daha yiiksek
Bacillota |
Anoreksia Methanobrevibacter smithii 1 Hasta grubunda anlaml sekilde yiiksek

Bacteroidota |

. Lactobacillus 1 Obez bireylerde bagirsak mikrobiyota
Obezite - : .
Bacillota/Bacteroidota orant | formasyonunda daha sik degisimi

Methanobrevibacter smithii |,

Bacteroides ovatis 1

Crohn Hastahg Bacteroides vulgaris 1 Saglikli bireylere gore ¢esitlilik daha az
Bacteroides uniformis |
Bacillota |
Clostridia |
Betaproteobacteria 1 Plazma glikoz konsantrasyonundaki
Tip 2 Diyabet Bacteroidota/Bacillotas oran1 1 artigla iligkili bagirsak

- ikrobiyotasindaki degisiml
Bacteroides-Prevotella 1 TIKTobLyotasindaki degistmiet

Clostridia coccoides-Eubacterium
rectale |

2.2.5.1. Nekrotizan Enterokolit

Nekrotizan enterokolit (NEC), yenidoganlarda goézlenen en yaygin patolojik
durumdur. Mikrobiyota gelisimi, dogum sekli, beslenme ve hamilelik yas1 gibi gesitli
faktorlere bagli oldugu i¢in yenidogandan yenidogana kolonizasyon sliresi ve
yogunlugu degisiklik gostermektedir. Uterus, steril oldugu ve fetiis tiim ihtiyaglarim
kordon vasitasiyla anneden karsiladigi i¢in dogumdan 6nce NEC gelismez (74). NEC
gozlemlenen vakalarin %90°1 <33 haftalik gebelik siiresi ve 1500 gr’dan diisiik dogum
agirligi olan pre-term bebeklerdir. Bu tip ¢ok diisilk dogum agirligina sahip bebeklerde
goriilme insidans1 %3-7’lere kadar ¢ikarken, 1000 gr’dan daha diisiik dogum agirligina

sahip bebeklerde bu oran %10 civarindadir (75).



NEC gelisimi farkli birka¢ organizma ile iligkili olabilir. Neonatal digki
orneklerinin metagenomik incelemelerinde NEC gelismeden once Clostridia,
Enterobacter spp. ve koagulaz negatif stafilokok (KNS), Salmonella ve E. coli’nin
anormal sekilde kolonize olabilecegi gosterilmistir (76). Bir¢cok pre-term bebek
hayatinin ilk evrelerinde intra-vendz antibiyotik almasma ragmen NEC gelisimi
gozlenebilir. Gebelik haftas1 24 ile 33 haftalar arasinda kalan ve 7 giin i¢erisinde dogum
riski olan gebelere antenatal kortikosteroid uygulamasiin da NEC insidansini belirgin

sekilde azalttig1 gosterilmistir (77).
2.2.5.2. inflamatuvar Bagirsak Hastahig1 (IBH) ve Crohn Hastahig

Bagirsaklarda bulunan farkli bakteri suslari, farkli bireylerde ayni koruyucu,
immiinolojik ve metabolik aktiviteleri gergeklestirir, bu da IBH'de inflamatuar yaniti
Onleyebilir veya uyarabilir. Aktif sekilde IBH olan bireylerde hastalik niiksetmeden
once C. difficile, Bacteriodes vulgates ve E. coli gibi patojenik tiirlerin sayisinin
artmakta, Clostridium leptum (C. leptum) ve Bifidobacterium spp. gibi kommensallerin
sayis1 azalmaktadir (78,79). Bu durum, mevcut mikrobiyota yapisinin degismesini, bu
degisiklige bagli olarak ortaya ¢ikan metabolitler de hastalik gelismesini tetikler. Crohn
hastas1 bireylerin diski 6rneklerinin metagenomik analizlerinde biitirat iireten tiirlerin
mikrobiyotadan elendikleri  goriilmiistir (80). Bu veriler, sadece bakteri
popiilasyonundaki degisikliklerin degil ayni zamanda metabolitlerde meydana gelen

degisikliklerin de hastalik siirecinde rol oynadig1 gostermektedir.

2.2.6. Mekonyum Mikrobiyotasi

Mekonyum mikrobiyotasi, insanin parmak izi gibi kisiye 0zgii ve benzersizdir.
Yasamin ilerleyen herhangi bir donemine ait digki 6rneklerinden de farklilik gosterir.
16S rRNA temelli analiz sonuglarina gére mekonyumun steril olmayip amniyon sivisi
ile benzer mikrobiyal yapida oldugu ve mekonyum mikrobiyotasinin gebelik yasi,
dogum Oncesi antibiyotik kullanimi ile iliskili oldugu anlasilmistir (54). NGS
yontemleri ile full-term bebeklerin mekonyumlarinin analizinde Lactobacillus spp.,
Enterococcus spp., Bifidobacterium spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp., ve
Shigella spp. cinslerine ait DNA kalintilarina rastlanmistir. Ancak mekonyum
bilesimleri bireysel olarak gelistiginden, standart bir mekonyumun mikrobiyal igerikleri
tam olarak bilinmemektedir (81,82).



Mekonyum igerigi dogum sekli basta olmak {izere ¢esitli faktorlerden etkilense de
aksi fikir olarak dogum seklinin etkisinin olmadigini gosteren veriler de bulunmaktadir
(83,84). Gebelik yast da mekonyum sekillenmesi ile direkt ilgilidir. Pre-term
mekonyumda daha diisiik toplam bakteri sayisi, azalmig Bacteroidaceae ve yiiksek
Lactobacillaceae orani gosterilmistir. Laktobasillerin oranindaki bu yiikselme kisa
hamilelik nedeni ile mikrobiyotanin tam olarak gelismemesi ile iliskilendirilmektedir
(54). Ilging sekilde, taramali elektron mikroskobu ve 16S rRNA temelli ydntemler
kullanarak mekonyum ve subepitelial bolgenin incelenmesinde koklar ile morfolojik ve
orantili olarak tutarli olan, siki bir sekilde paketlenmis hiicresel yap1 kiimeleri ile ayr1
ayri izole edilmis mekonyum cepleri oldugunu gosterilmistir (85). Birbiriyle karsit olan

bu veriler mekonyumun ne kadar karmasik yapi iginde oldugunu gostermektedir.

2.3. Bagirsak Mikrobiyotasi Calisma Yontemleri

2.3.1. Terminoloji

Bu tezde, mikrobiyota, bakteriler, arkealar, viriisler ve mantarlar dahil olmak
lizere bagirsakta yer alan mikroorganizmalart tanmimlarken; mikrobiyom, bu
mikroorganizmalarin genetik materyallerinin toplamini tanimlamaktadir (86). Disbiyoz,
bagirsak mikrobiyotasin1 olusturan mikroorganizma ¢esitliliginin hastalik, ilag
kullanimi1 ve beslenme gibi ¢esitli faktorlerin etkisi ile dengesizlesmesidir. Disbiyotik
mikrobiyotada, tipik olarak mikrobiyal ¢esitlilikte, biitirat tircten Bacteroides spp. ve
Lactobacillus spp. gibi simbiyotik bakterilerin sayisinda azalma olurken, tersine
patojenite potansiyeline sahip bakterilerin sayisinda artis goriiliir (87). Probiyotikler,
uygun miktarlarda verildiginde yararli etkileri olan mikroorganizmalar olarak
tanimlanirken; prebiyotikler, yararli bakteri tiirlerinin biiyiimesini destekleyen gida
substratlaridir (88).

16S rRNA, tim prokaryotik canlilarda yer alan, mutasyonlardan korunakli 9
korunmus bolge (C) ile yiiksek degiskenlik gosteren (V) 9 bolgeden olusan 30S
ribozomal alt birimine ait gendir (89). Filogenetik isaretleyici genler olarak da bilinen
bu DNA bolgesi, ilgili organizmalar igin giivenilir bir filogeni olusturmak i¢in gereken
yeterli bilgilendirici giicii iceren genom bolgelerine karsilik gelir.

Filogenetik isaretleyici genler, tiim organizmalar i¢in evrensel degildir bu nedenle
hangi genin kullanilacaginin se¢cimi mikrobiyom ¢alismasinda verilen ilk kritik karardir.

Her isaretleyici genin, en az birinin siralama hedefi olarak kullanildig1 ve nadiren tiim



bolgenin tamamen dizilendigi birden fazla alt bolgesi vardir. Bu bolgelerden elde edilen
ham verilerin informatik olarak islenmesi ile birlikte Operasyonel Taksonomik Birim
(OTU) denen belirli bir seviyede/oranda birbirine benzeyen bir kiimeyi ya da dizi
grubunu niteleyen birimler elde edilir (Sekil 2-3).

e ———————

Wrighted Unifrac
B Diviniy —P T

Camltor A Viskidaeedonad Scdiog My -
Wy L] s
2 darch Poes
gpan e

NDS) VDSt

(S ni}

Sekil 2-3: OTU olusturma basamaklari.

OTU kiimelemesi, kapali referans, de novo ve agik referans yontemi olarak ii¢
farkli yolla gerceklestirilebilir. Kapali referans yaklasiminda girdi dizileri bir referans
dizi veritabanina gore kiimelenir. De novo kiimelemede girdi dizileri, veri setindeki tiim
diziler arasindaki ikili benzerlige gore gruplandirilir. Acik referans yaklagimi, kapali
referans adiminin ¢alistirilmasiyla baglar ve bunu kapali referans atamasinda basarisiz

olan dizileri kiimeleyen yeni bir adim takip eder (90).

Biyogesitlilik, Whittaker (91) tarafindan canli mikroorganizmalarin ya da onlara
ait isaretleyici genlerin topluluk icindeki ya da topluluklar arasindaki degiskenligini
niteleyen 6l¢iim birimi olarak alfa, beta ve gama olarak ii¢ farkli tiirde tanimlanmistir.
Alfa g¢esitlilik tanimi tartismali olsa da niteliksel olarak, mevcut tiirlerin sayisi ve
bunlarin diizgiinliigli ile artan belirli bir alan ya da bir 6rnek igindeki bir toplulugun
bilesimsel karmagikligiin bir 6l¢iisli olarak tanimlanabilir. Bu nedenle, belirli sayida
farkli tlir i¢in, tiim tiirler esit derecede bol oldugunda alfa ¢esitlilik maksimumdur. Beta
cesitlilik, drnek ciftleri arasindaki taksonomik farkliliklar1 vurgulamak i¢in kullanilan
cesitliliktir. Tirlerin goreceli bolluklar1 genellikle dikkate alinmaz ve bunun yerine

orneklerde hangi tiirlerin paylasilip hangilerinin paylagilmadigini belirlemek icin varlik-



yokluk verileri kullanilir. Gama ¢esitlilik, ekosistemdeki genel ¢esitliligi tanimlar. Alfa
ve beta gesitlilik, mikrobiyom analizlerinde gama c¢esitlilige gore daha sik
kullanilmaktadir. Biyogesitliligi hesaplamak i¢in kullanilabilecek bir¢gok matematiksel
mesafe fonksiyonu/metrik vardir ancak her biri farkli uygulamalara sahiptir (Sekil 2-4)
(91-93).

Sekil 2-4: Biyocesitliliklerin karsilastirllmasi. (a) Alfa gesitliligi (bireysel gesitlilik) (b) Beta gesitliligi
(bireyler arasi farklilik) (c) Farklilik bollugu (taksonlarin karsilastiriimasi) (93’ten degistirilerek).

2.3.2. Filogenetik Taksonomi

Organizmalar, Bakteriler (Bacteria), Arkealar (Archaea), Protozoonlar (Protozoa),
Cromistler (Chromista), Bitkiler (Plantae), Mantarlar (Fungi) ve Hayvanlar (Animalia)
olarak 7 farkli kingdom’da simiflandirilmaktaydi. Molekiiler yontemlerin erisilebilir ve
cesitli alanlarda uygulanmasi ile birlikte Carl Woese (94) tarafindan molekiiler seviyede
organizmalarin Kkarsilagtirilmasi1 esasina dayanan genel 3 ana takson Bakteriler
(Bacteria), Arkealar (Archeaea) ve Okaryalar (Eucarya) kabul gérmiistiir. Bu tezde,
taksonlarin ve mikroorganizmalarin gosterilmesi i¢in genel kabul goren Carl Woese
tarafindan ortaya atilan taksonomik skala kullanilmistir. Asagidaki tabloda kullanilan

skala ve kullanilan son ekler listelenmistir (Tablo 2-4).



Tablo 2-4: Bu tezde kullanilan taksonomik skala.

Taksonomik Birim Takson ornegi
Phylum -ota Campylobacterota
Classis -ia Campylobacteria
Ordo -ales Campylobacterales
Familia -aceae Campylobacteraceae
Genus - Campylobacter
Species - Campylobacter jejuni
Subspecies Campylobacter jejuni subsp. jejuni

2.3.3. Bakteriyal Kiiltiir Yontemi

Geleneksel kiiltiir yontemi ile mikrobiyota analizinde, mikroorganizmalarin
sadece morfolojik ve biyokimyasal oOzelliklerinden faydalanilmaktadir. Ancak
bagirsakta yer alan mikroorganizmalarin biiylik kisminin anaerobik karakterde olmasi,
0zel suplement iceren besiyerleri ve ortamlara ihtiyag duymasi, kalinti DNA
pargalarinin  kiiltiirleme yontemi ile tespit edilememesi nedeniyle bagirsak
mikrobiyotasi biyogesitliligi sinirli olarak belirlenebilir (8). Kiiltiire dayali yontemler,
bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini analiz etmek i¢in zamansal ve mali anlamda uygun
yontemler degildir. Bununla birlikte, bakteri kiiltiirli, bagirsak mikrobiyomunda bulunan
spesifik bakterilerin canlilif1 ve fonksiyonel ozellikleri hakkinda bilgi sagladigi i¢in
mikrobiyom ¢alismalarinda alternatif olarak kullanilabilir (95). Yine de insan
kolonunda yasayan bakteri tiirlerinin %80'inin klasik kiltiir metodu ile tespit
edilemeyecegi tahmin edildiginden mikrobiyota ¢alismalari i¢in ¢ok uygun bir yontem

olarak kabul gérmemektedir (96).

2.3.4. Yeni Nesil Dizileme (NGS) Temelli Yontemler

NGS yontemlerinin kullanilmasi ile birlikte klasik kiiltiir yontemleri ile goreceli
olarak basit olarak algilanan bagirsak mikrobiyotasinin aslinda gériinenden daha zengin
oldugu goriildii (Tablo 2-5) (97).

16S rRNA temelli yaklasimda, gDNA izolasyonunun ardindan daha dar
kapsamli primerler kullanilarak sadece belirli bdlgeler dizilenerek, referans
kiitiiphaneler ile karsilastirilir. Shotgun metagenomik yaklasiminda ise total DNA
dizilemesi ve 16S rRNA’ya goére daha karmasik ve maliyetli informatik analiz

basamaklarini kapsar (Sekil 2-5) (98).



Tablo 2-5: NGS temelli genomik analiz metotlarinin karsilastirilmasi.

Metot

Avantajlar

Dezavantajlar

16S rRNA
Dizilemesi

Hizli, basit ve wucuz numune
hazirlama ve analiz

Diisiik miktar ve yiiksek diizeyde
kontamine olmus ornekler igin
uygun

Karsilagtirma igin ¢ok sayida veri

mevcut

Canli-6li ayrim1 yapilamaz.
Degisken bolgeler nedeniyle
primer segimleri daha detayli
olmalidir.

Kontrol amagh negatif

numuneler de ¢aligilmalidir.

Shotgun

Metagenomiks

Mikrobiyal fonksiyonel genlerin

goreceli  bollugunu  dogrudan
anlamaya imkén saglar.

Bilinen organizmalar i¢in tiirler ve
suglar  diizeyinde  mikrobiyal
taksonomik ve filogenetik kimlik
elde edilebilir.

Siralanmis genomlara sahip hedef
organizmalar i¢in yerinde bilylime
oranlarini1 tahmin edebilir. Niifus
ortalamali mikrobiyal genomlarin
bir araya getirilmesine izin

verebilir.

Nispeten pahali, zahmetli ve
karmasiktir.

Konak kaynakli DNA ve
organellerden kaynaklanan
kontaminasyon riski vardir.
Diger yontemlere gore
genellikle daha fazla derinlikte
dizileme gerekir.

Canli-6lii ayrim1 yapilamaz.

Omiks

Marker gen analizi ile
eslestirildiginde, bir topluluktaki
hangi mikroorganizmalarin aktif
olarak transkripsiyon yaptigimi
tahmine imkan saglar.

Dogasi geregi aktif  canh
organizmalar ile uyuyan veya 0li
mikroorganizmalar ve hiicre dis1
DNA arasinda ayrim yapar.
Dinamik  bireysel  varyasyonu
yakalar.

Miidahale ve olay maruziyetine
verilen yanitlar dahil olmak iizere
mikrobiyal aktiviteyi dogrudan

degerlendirir.

En pahali, zahmetli ve karmasik
sistemdir.

Konak mRNA kontaminasyonu
giderilmeli ve rRNA
kaldirilmalidir.

Dikkatli numune toplama ve
saklama gerektirir.

Veriler, yiiksek transkripsiyon

oranlarma sahip organizmalara

yoneliktir.
Transkripsiyon oranlarini
bakteriyel bolluk

degisikliklerinden ayirmak igin
eslestirilmis  gDNA  dizilimi

gerektirir.
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Sekil 2-5: 16S rRNA ve Shotgun metagenomik NGS yaklasimlarimin karsilastiriimasi.
(97°den degistirilerek).

2.3.4.1. 16S rRNA lsaretleyici Gen Analizi

Mikroorganizmalarin akrabalik diizeyleri, ribozomal bolgeleri kodlayan genlerin
benzerligine gore belirlenir. Boylece topluluk igindeki her bir genoma, tasindigi
hiicrelerin mutlak sayisin1 veya popiilasyon igindeki goreceli bolluklarini tanimlayan bir
frekans atanir. Bir ornekteki her genomu tam olarak siralamak pratik olmadigindan,
farkli genomlar1 az ya da ¢ok benzersiz bir sekilde etiketleyen bir dizi (16S rRNA)
molekiiler belirte¢ tanimlanmistir (97). Bir cihazin markasi, modeli ve tiretim yili ile
cihazi detayli incelemeye gerek kalmadan bilesenlerini tanimlanabildigi gibi, 16S rRNA
geni de tim genomu dizilemeye gerek kalmadan onu iceren genomun tanimlanmasini
saglar (98).

16S rRNA, okaryotik 18S rRNA ile homologdur ve kii¢iik ribozom alt birimini
kodlayan gDNA bolgesi tarafindan kodlanir (99). 16S rRNA’nin igerdigi degisken ve
korunmus bolgeleri dizilemek igin evrensel olarak gegerli primerler ve barkodlar
belirlenmis, bu barkodlar ve primerlerin kullanilmasi ile degisken bolgelerde yer alan

mutasyonlarin analizi yapilarak ilk filogenetik agaglar olusturulmustur (100,101).
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Prokaryotlarda yapilan galismalardan sonug¢ elde edilmesi ile Okaryotlar gibi daha
kompleks organizmalarda da 18S rRNA geni kullanilarak filogenetik c¢aligsmalar
yapilmistir (102).

Farkl1 popiilasyonlar1 analiz etmek igin farkli belirtegler secilebilse de bir genin
marker gen olarak kullanilabilmesi i¢in; popiilasyonun her tiyesinde bulunmasi, farkl
genomlara sahip bireyler arasinda farklilik gostermesi ve farkli genomlar arasindaki
evrimsel uzaklikla orantili olarak farklilik gostermesi gereklidir (98). Bu kriterlere
uygun olarak ribozomal protein alt birimleri, uzama faktorleri ve RNA polimeraz alt
birimleri dahil olmak {izere bu tiir birkac belirte¢ tanimlanmis olsa da en yaygin

kullanilan 16S rRNA genidir (103,104).

Ribozom

} 30S subunit

} SOS subunit

16S rRNA

27F MIF 308 6XSR YOTR 1100R 1392R 1492R

- > - - - -« <« <«

Sekil 2-6: Ribozom ve E. coli’ye ait 16S rRNA gen semasi. (103’ten degistirilerek) Agik renkli
kutular korunmus alanlar1, koyu renkli kutular hiper degigken alanlar1 nitelemektedir. Koyu renkli oklar,
16S rRNA gen dizisi iizerindeki evrensel primerlerin yaklasik konumlarini gosterir. Yiiksek oranda
korunmus primer baglanma bélgelerine ek olarak, 16S rRNA gen dizileri, bakterilerin tanimlanmast i¢in
faydali tiire 6zgii imza dizileri saglayabilen hiper degisken bolgeler igerir.

Bu gDNA bdélgesi yaklasik 1500 bp’lik 9 hiper degisken bolgeden (V1-V9) ve
bunlarin aralarinda bulunan korunmus bolgelerden olusur. Genellikle 16S rRNA veya
bazen rDNA olarak anilir; yiiksek diizeyde korunmus her mikroorganizmada bulunan
dizileri icermesi ve evrimsel zaman iginde daha biiyiik ya da daha az degisen bolgeleri
icermesi nedeniyle bagirsak mikrobiyota analizinde en yaygin kullanilan gDNA
bolgesidir (Sekil 2-6) (105).

Filogenetik analizlerde en sik olarak V3-V4 bdlgelerinin dizilenmesi prensibine
dayanan yontem kullanilir. Ancak daha yeni alternatif yaklagimlar, bagirsak

mikrobiyota analizleri i¢in kullanilan tam uzunluktaki bakteriyel 16S rRNA geninin



dizilenmesine olanak saglamistir (106). Calismamizda, literatiirde en sik kullanilan
yontemden farkli olarak V1-V9 bolgelerinin tamaminin dizilenmesi prensibi ile
mikrobiyota analizi yapilmistir. Mikrobiyom analizi i¢in sadece 16S rRNA geni
dizilenmesi, mikrobiyotada yer alan tiirlerin her birinin tespit edilmesine imkan verir
(107). Bu sayede hem maddi hem de uygulama agisindan mikrobiyota analizlerini daha
erisilebilir hale gelir.

Elde edilen ham DNA zincirlerinin informatik analizlerinde, ¢esitli karsilastirma
programlar1 kullanilarak, NCBI (Proje numaralari: PRINA33317 ve PRINA33175)
GreenGenes, Ribozomal Veri Tabani Projesi ve Silva gibi gesitli veri tabanlarinda yer
alan dizilerle eslestirilmektedir (108,109).

Digkidan gDNA ekstraksiyonu ve otomatize cihazlar ile DNA miktarinin
belirlenmesinin ardindan, 16S rRNA geni i¢in evrensel primerler kullanilarak PCR ile
cogaltma islemi yapilir (110). Amplikonlar, Illumina, Nanopore ve ION Torrent gibi
NGS sistemleri kullanilarak dizilenir (111). Cihazdan alinan ham veriler, ticari ve linux
dilinde yazilan programlar kullanilarak primerlerden kurtarilir, 16S rRNA geni
konsensus dizileri olusturulur ve online veri tabanlarinda yer alan kiitiiphaneler ile
karsilastirilarak informatik analizleri yapilir (107).

Dizi analizinde karsilasilan ilk zorluk "benzersiz" dizinin kesin olarak
tanimlanmasidir. 16S rRNA geninin ¢ogu yiiksek oranda korunmus olsa da siralanan
bolgelerin asir1 degisken oldugundan cok kisa bir evrimsel siire i¢cinde baz cifti/ciftleri
degisebilir. Bununla birlikte, heniiz tanimlanmamis 16S rRNA dizileri, dizilerin
biyolojik anlamimi ve teknik olarak anlamliligini zorlastirir (112). 16S rRNA dizileri
online veri tabanlarinda yer alan veriler ile karsilagtirilarak OTU’lar olusturulur. OTU
olusturmadan o6nce diziler kalite filtresinden gecirilir ve tekrar dizileri elenir, boylece
sadece anlam ifade edecek dizilerin analizi saglanir. OTU olusturma islemi sirasinda,
kiimeleme algoritmas1 grubu, kiime dizileri, tanim esigi (diger adiyla dizi kimligi “ID”)
olarak adlandirilan belirli bir benzerlik skalasina goére siralanir. %95, %97 veya %99
benzerlik skalalar pratikte siklikla kullanilan dizi benzerligi sinir degerleridir (113).

Literatiirde, mikrobiyota ¢alismalarinda karsilastirma i¢in kullanilabilecek data
setleri olsa da evrensel olarak kabul edilebilecek net veri kiimeleri bulunmamaktadir
(98). Bundan dolay1 farkli benzerlik oranlarina sahip veri kiimelerinin bilesimlerinden

faydalanilabilir. Ornegin, %97 ve daha yiiksek ID'deki OTU'larin tiir diizeyine kadar



taksonomik ¢oziiniirligii temsil ettigi kabul géren genel kanidir (113). Benzer sekilde,
%099 1D, mikroorganizmalar1 sus seviyesine kadar tanimlayabilir (92).

Tiirlerin  yogunlugunun belirlenmesine ek olarak bagirsak mikrobiyotasinin
metabolik islevi, PICRUSt2 gibi biyoinformatik araglar kullanilarak 16S rRNA
dizilimine dayali olarak tahmin edilebilir (114). Her OTU ayr bir kategori olarak ele
alinirsa, her 16S rRNA dizisi, adlandirilmis bir filuma veya baska bir taksonomik
kategoriye bindirilirse, mikrobiyom dizi havuzu, histogram olarak temsil edilebilir
(115).

16S rRNA dizilerinin informatik analizinde, taksonomik olarak gruplanmig
mikrobiyom koleksiyonunun, goreceli bolluk histogramlarinin set olarak mi1 yoksa bir
ikili varlik/yokluk vektorleri seti olarak mi analiz edecegi secilerek hangi OTU'larin
popiilasyon varyansinin en dnemli kaynaklarini temsil ettigi belirlenmelidir. Bunun i¢in
Temel Bilesenler Analizi veya Kanonik Korelasyon Analizi gibi ayrigtirma yontemleri
kullanilabilir (116). 16S rRNA {izerine yogunlasan ¢alismalardan elde edilen verilerin
kiitiiphanelere eklenmesi ile birlikte OTU olusturulmasi i¢in kullanilabilecek veri setleri
cesitlenecek, mikrobiyotayr olusturan yeni tlirlerin tanimlanmasi igin yarara

saglayacaktir.

2.3.4.2. Shotgun Metagenomik

Shotgun Metagenomik, 6rnek i¢inde bulunan bakterilerin gDNA’larinin hedef
bolge olmaksizin tiim genomun dizilenmesi (WGS) ve analiz edilmesi olarak
tanimlanmaktadir (92). 16S rRNA gen analizi, giiglii olmasina ragmen, sadece bir gene
dayal1 olarak bir mikrobiyotanin bilesimini tespit etmekle sinirlidir; oysa metagenomik,
bir mikrobiyomdaki tiim genler hakkinda bilgi saglayarak mikrobiyomun metabolik
potansiyelini de ortaya ¢ikarmaktadir (105). WGS'nin 16S rRNA dizilemeye gore bir
diger avantaji, bakteri tiirlerini gelismis ve daha dogru algilar. Yine de 16S rRNA

dizilemesi daha uygun maliyetlidir ve daha fazla referans veriye sahiptir (117).

2.3.4.3. Metatranskriptomiks (Omiks)

Metatranskriptomiks, mikrobiyomdaki transkripsiyonel olarak aktif genlerin
incelenmesidir ve ifade edilen genler hakkinda bilgi saglar. Prokaryotik mRNA kararsiz
ve toplam RNA'ya kiyasla miktar1 az oldugundan, bu 6rneklerin islenmesi zordur (118).
Metaproteomik, bagirsak mikrobiyotasinin islevsel potansiyeline dair fikir edinmek igin

mikrobiyomdaki tiim protein icerigi hakkinda bilgi saglar (119). Metabolomik, niikleer



manyetik rezonans ve kiitle spektrometresi teknolojilerini kullanarak kolin, safra
asitleri, fenoller ve kisa zincirli yag asitleri gibi mikrobiyotanin metabolik yollarindan
cesitli metabolitleri saptar (120). Mikrobiyota bilesimi hakkindaki bilgilerin
metatranskriptomik, metaproteomik ve metabolomik yaklasimlarla biitiinlestirilmesi,

mikrobiyota aktivitesi ve metabolik kapasitesi hakkinda 6nemli bilgiler saglar (121).

2.4. Biyogesitlilik Analizi

2.4.1. Alfa Cesitlilik

Alfa cesitlilik, basit anlamda bir numune i¢indeki mikroorganizma cesitliligini
tanimlamaktadir. Bu ¢esitliligi tanimlarken 6rnek i¢indeki tiir zenginligi, tiir dagilimi ya
da her ikisi de kullanabilir. Tiir zenginligi, numune i¢indeki farkli tiirlerin niceliksel
olarak ifadesidir (Orn. Numune igindeki taksonlarin toplam sayis1) (97). Bu metrigin
ifade degeri 0-1 arasinda degisir. Deger ne kadar yiiksekse, tiirlerin ¢esitliligi de o kadar
yiiksek olur. Bu tip hesaplamalarda numune i¢indeki tiirlerin goreceli bolluklar1 dikkate
almir. Alfa gesitliligin en gilizel 6rnekleri Simpson ve Shannon-Weiner (diger adiyla
Shannon indeksi) indeksleridir. Simpson endeksi, topluluk i¢indeki tiirlerin baskinligina
dayanan diizgiinliik 6l¢uistidiir (Sekil 2-7).

B 2., ni(ni—1)
~ N(N-1)

D: Simpson indeks s: Gézlemlenen takson sayisi

ni: Belirli bir takson i¢in mikroorganizma sayis1 N: Tiim taksonlar igin mikroorganizma sayist

Sekil 2-7: Simpson indeksi hesaplama formiilii.

Cesitlilik  dugiik, tiir baskinligr yiliksek oldugunda Simpson degeri daha
yiiksektir. Literatiirde, Simpson cesitliligi en yaygin sekilde, topluluk esit oldugunda
daha yiiksek deger iireten 1-D seklinde ifade edilir (InvSimpson Indeksi).

Shannon indeksi (H), dagilimin rastgeleligine dayanan g¢esitliligin dogrudan
olgiisiidiir ve topluluk daha dengeli oldugunda degeri daha yiiksektir (91). Bu metrigin
kullaniminda dizileme asamalarinda yapilan hatalarin ¢esitlilik dagilimlarini direkt

olarak etkileyebilecegi akildan ¢ikarilmamalidir (Sekil 2-8) (97).
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ni: Belirli bir takson igin mikroorganizma sayist N: Tiim taksonlar igin mikroorganizma saytist

Sekil 2-8: Shannon indeksi hesaplama formiilii.

Chao indeksinin iki tiirii vardir: Chao 1 ve Chao 2. Chao 1, bolluga dayali bir
tahmin edicidir; dolayisiyla belirli bir sinifa ait bireysel 6rneklerin bollugunu ifade eden
verilere ihtiyag duyar. Chao 2 ise, olaya dayali bir tahmin edicidir; dolayisiyla bir
numunede bir tiriin yoklugunu veya varligini belirten verilere ihtiya¢ duyar. Genel
olarak se.chaol olarak tanimlanir (Sekil 2-9) (122).

S(max)Chao = Sops T (az + bz)

Sekil 2-9: Chao indeksi hesaplama formiilii.

2.4.2. Beta Cesitlilik

Beta cesitlilik, iki farkli numune arasindaki mikrobiyal topluluklarin
karsilagtirmasidir. Genel olarak, ornek g¢iftleri arasindaki farkliliklar1 degerlendirir. Bu
cesitlilik hesaplamasinin, gDNA izolasyonu ve PCR gibi 6n basamaklardan kaynakli
hatalardan etkilenmesi alfa cesitlilige gore daha azdir. Beta cesitlilik niceliksel ve
niteliksel olarak hesaplanabilir. En yaygin kullanimda olan niteliksel 6lciitler UPGMA
ve UniFrac (Filogenetiksel), Bray-Curtis ve Jaccard (Filogenetiksel olmayan)
indekslerdir. Jaccard uzaklik olgiitii, sadece ozelliklerin varlig: ile ilgilenir (91, 123).
Gozlemlenen tiirlerin tahmini yontemine benzer sekilde Bray-Curtis gibi kantitatif beta
cesitlilik dl¢itimleri sadece taksonlarin sayisina dayanarak ol¢timleri degerlendirir. Buna
karsilik, UPGMA ve UniFrac, taksonlar arasindaki filogenetik mesafeleri de hesaba

katarak hesaplama yuriitir (124,125).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Besiyerleri

Tablo 3-1’¢ gore hazirlanan besiyerlerinin otoklavda 121 °C’de 15 dk
sterilizasyonu saglanmistir. Daha sonra otoklavdan c¢ikartilip 50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra steril petri kutularina dokiilmisiir. Ayrica katilasmadan BEA
besiyerine 6 mg/L vankomisin ilave edilerek vankomisinli BEA (BEA-V) besiyeri ve
MC besiyerine 1 mg/L meropenem (meropenem —trihidrat, potens: 980, Glentham Life
Science, Birlesik Krallik) ilave edilerek meropenemli MC (MC-M) besiyerleri

hazirlanmustir.

Tablo 3-1: Deneylerde kullanilan besiyerleri.

Besiyerleri Marka Toz madde pH Degeri
(gr/L)
Azidli Bile Esculin Agar (BEA) Biolab, Macaristan 45 7,2+ 0,1
Mac Conkey agar (MC) Oxoid, ABD 51,5 7,1+0,2
Triptik Soy Agar (TSA) Becton Dickinson, ABD 40 7,3+0,2
Mueller Hinton Buyyon (MHB) Biolab, Macaristan 22 7,3+0,1
Mueller Hinton Agar (MHA) Becton Dickinson, ABD 38 7,3+0,1

3.1.1.1. Antibiyotik Diskleri
Vankomisin (30 ng), teikoplanin (30 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10
ng) ve ertapenem (10 pg) diskleri (Oxoid, ABD) firmasindan saglanmustir.

3.1.1.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler
¢ 9%96°1ik etil alkol (Sigma, Almanya)
¢ Zymo BIOMICS DNA Miniprep (Cat. No. D4300) gDNA izolasyon kiti (Zymo
Research, ABD)
¢ ONT 16S Barkodlama Kiti (ONT SQK-16S024--gDNA’ya ait V1-V9 bolgeleri
icin) (Oxford Nanopore, Birlesik Krallik)
¢ PYR testi (Pyrolidonly-beta naphilamide, ChemBio, Tiirkiye)

3.1.1.3. Kullanilan Yazilim ve Cihazlar
Calismamizda, Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
envanterinde yer alan cihazlar ve Acibadem Universitesi Biyoistatistik ve Tip Bilisimi

Anabilim Dal1 envanterine kayitl cihazlar kullanilmistir:



Otoklav (Niive, Tiirkiye)

Inkiibator (Memmert, Almanya)

Derin dondurucu (Siemens, Almanya)

Tekli mikropipet (10’luk, 100°liik ve 1000°lik)

NanoDrop One (Thermo Fisher, ABD)

Qubit 2.0 (Thermo Fisher, ABD)

ONT FLO-MIN106D akis hiicresi v.9.4.1 (Oxford Nanopore, Birlesik Krallik)
MinlON Mk1B dizileme cihazi (Oxford Nanopore, Birlesik Krallik)
ONT MinKNOW (v. 21.02.1) (Oxford Nanopore, Birlesik Krallik)
ONT guppy (v. 6.1.5)

bbtools (v. 38.91)

magicblast (v. 1.6)

+ NCBI 16S bakteriyel veri bankasi1 (21.12.2023 tarihli)

+ samtools (v. 1.13)

¢ FastQC (v.0.12.1)

¢ Rv.432
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3.1.1.4. Sarf Mazlemeler
Steril Petri kutusu (90 mm ¢apli)
Pirojensiz mikrosantrifiij tiipii
Pipet uglar1 (10 pL, 100 pL ve 1000 pL)
Rektal 6rnekleme igin steril swap

Steril disk1 kab1

*® & & o oo o

Enjektor tipi filtre (0,22p)

3.2. Yontem

Bu tez ¢alismasinda, pre-term bebeklerin mekonyumlar1 ile VRE ve KRKP
kolonizasyon siirecinde bagirsak mikrobiyotasinda meydana gelen degisikliklerde,
muhtemel faktorlerin etkilerinin total 16S rRNA bazinda yeni nesil dizilmele yontemi
ile kapsamli olarak arastirilmas1 amaclanmistir. Calismamizin etik kurul onay1 Istanbul
T1p Fakiiltesi Bilimsel Calismalar Etik Kurulundan 08.10.2021 tarih ve 18 sayili karari

ile alinmustir.



3.2.1. Calisma Protokoliiniin Hazirlanmasi

Tez calisma protokolii, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Genel Mikrobiyoloji Bilim Dali ile Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk Yenidogan Yogun Bakim iinitesi ile ortak
planlanmistir.  Olusturulan yazili protokolde, yatan bebeklerin  dogum sekli
(vajinal/sezaryen), dogum agirligi ve alinan mekonyum/rektal siiriintii 6rneklerinin
kabul veya ret kriterleri belirlenmistir. Bu kriterler Tablo 3-2’de gosterilmistir.

Proje destek biitgesi esasina gore, 20 bebege ait toplamda 40 mekonyum/rektal
siiriintii drnekleri ¢alismaya alinmustir. Ik 20 6rnek bebeklerin mekonyum 6rnegi (A
grubu), diger 20 6rnek ise ayni bebeklere ait VRE/KRKP igeren ilk rektal siiriintii
ornekleridir (B grubu).

Tablo 3-2: Calismaya alinan bebeklerin ve alinan 6rneklerin kabul veya ret kriterleri.

Orneklerin kabul kriterleri Orneklerin ret kriterleri

Gestasyon yag1 <32 hafta a. Gestasyon yasi >32 hafta
b. Bebek dogum agirlig1 1500 gr’dan disiik b. Bebek dogum agirligi 1500 gr’dan yiiksek olmasi

olmasi €. Mekonyum alimimdan once antibiyotik
€. Mekonyum alimindan dnce antibiyotik kullanilmast

kullanilmamasi d. 1k 6rnek kiiltiirinde VSE/KSKP iirememesi veya
d. 1k &rnek kiiltiiriinde vankomisin duyarh vankomisin direngli enterokok (VRE) ve/veya

enterokok (VSE) ve/veya karbapenem karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae

duyarli Klebsiella pneumoniae (KSKP) (KRKP) tiremesi

liremesi e. Almman Orneklerden yeterli oranda gDNA’nin
e. Alan orneklerde yeterli oranda gDNA izole edilememesi

izole edilmesi f. Calismanin herhangi bir asamasinda istenilen
f.  Calismada istenilen 6rnekler alinana kadar Orneklerin alinmasindan o6nce bebegin vefat

bebegin yasamasi etmesi

3.2.2. Bebeklere Uygulanan Profilaksi

Calismaya dahil edilen tiim bebeklere, profilaktik olarak {i¢ giin
gentamisin+ampisilin uygulanmistir. Sadece 6 no’lu bebege serviste ampisilin olmadigi
icin penisilin G, 7 no’lu bebege ampisilin-sulbaktam-+gentamisin uygulanmistir. Ayrica
8 no’lu bebegin annesi gebelik siirecinde meropenem kullandigini ifade etmistir. Tiim
bebeklere dogduktan sonra 1 mg K vitamini verilmis ve antibiyotik tedavi siiresince
haftada bir kere olacak sekilde tekrarlanmistir. Ayrica 7, 8, 9 ve 13 no’lu dort bebege
haftada iki defa antifungal olan flukonazol ve 7, 8, 9, 10, 11, 17 ve 18 no’lu yedi bebege



lic giin ise pentoksifilin uygulanmistir. Calismaya dahil edilen bebeklerin tamaminin

dogumu sezaryen ile gergeklesmistir (Tablo 3-3).

Tablo 3-3: Calisgmaya dahil edilen bebeklerin dogum bilgileri ve profilakside kullanmlan
antibiyotikler.

Ornek No Dogum Yasi Dogum Agirhgi Profilakside Kullanilan
(Hafta) (Gram) Antibiyotikler* (giin)

1 31+1/7 1470 GEN +AMP (3)
2 31+1/7 1410 GEN +AMP (3)
3 29+2/7 855 GEN +AMP (3)
4 25+2/7 450 GEN +AMP (3)
5 31+4/7 1385 GEN +AMP (3)
6 29+3/7 1200 GEN+P (3)

7 28+6/7 1440 GEN+SAM (3)
8 27+5/7 920 AMP+CTX (4)
9 27+417 640 GEN +AMP (3)
10 29+4/7 1045 GEN +AMP (3)
11 29+4/7 1355 GEN +AMP (3)
12 31+1/7 1270 GEN +AMP (3)
13 31 1425 GEN +AMP (4)
14 29+5/7 1070 GEN+ AMP (3)
15 29+5/7 1005 GEN+ AMP (3)
16 26+5/7 840 GEN +AMP (3)
17 26+1/7 920 GEN +AMP (3)
18 26+1/7 930 GEN +AMP (3)
19 29+3/7 1350 GEN +AMP (3)
20 29+3/7 880 GEN +AMP (3)

*ikiz bebekler aym hanede iki numara seklinde yazilmistir. Kisaltmalar: AMP=Ampisilin;

CTX=Sefotaksim; GEN=Gentamisin; P=Penisilin G; SAM=Sulbaktam-Ampisilin.

3.2.3. Orneklerin Kiiltiirii ve Bakterilerin Tanimlanmasi

Ocak 2022-Agustos 2023 tarihleri arasinda Yenidogan Yogun Bakim {initesine
yatirilan bebeklerden ilk 24 saat icinde iki mekonyum Ornegi alinarak Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hastane Enfeksiyonlar1 Laboratuvarina gonderilmistir.
Orneklerden biri herhangi bir isleme tabi tutulmadan derin dondurucuya kaldirilmstir.

Diger orneklerden ise konvansiyonel yontemler ile kiiltiirler yapilmistir.

3.2.4. Orneklerin Kiiltiirii ve Bakterilerin Tanimlanmasi

Gonderilen 6rneklerin kiiltiirii iki sekilde yapilmistir:



a. Mekonyum/rektal siiriintii 6rneklerinde VSE ve KSKP bakterilerin varligini
saptamak i¢in sirastyla BEA ve MA besiyerlerine kiiltiirleri yapilmastir.

b. Rektal siiriintii 6rneklerinde VRE ve KRKP bakterilerin varligini saptamak i¢in
sirasiyla BEA-V ve MC-M besiyerlerinde kiiltiirler yapilmistir. Bakterilerin
tanimlanmasi konvasyonel yontemlerle yapilmistir. Enterokoklar, Gram-pozitif,
katalaz negatif, eskulin hidrolizi 6zelligine sahip ve PYR (Pyrolidonly-beta
naphilamide) pozitif koklardir. K. pneumoniae, iireaz negatif, Voges-Proskauer
pozitif, hareketesiz, indol negatif ve ii¢ sekerli demirli besiyerinin kirmizidan

sartya doniistiiren Gram-negatif comaklaridir (61).

3.2.5. Disk Difiizyon Yontemi

VSE/VRE ve KSKP/KRKP bakterilerin taze kiiltiirinden steril ekiivyonla
MHB’ye alinmis ve 0,5 McFarland bulanikliginda olacak sekilde bakteri siispansiyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan bu siispansiyondan steril ekiivyonla alinan 6rnek, MHA’a
yayilmistir. Enterokoklar i¢in vankomisin ve teikoplanin ve K. pneumoniae igin
imipenem, meropenem, ertapenem diskleri yerlestirilmistir. Ekim yapilan besiyeri 35°C
+ 2°C’de 16-18 saat inkiibe edilmistir. CLSI kriterine gore, Enterokoklarda vankomisin
i¢in iireme inhibisyon zon ¢ap1 duyarli >17 mm, orta duyarli 15-16 mm ve direngli <14
mm, teikoplanin i¢in >14 mm duyarli, orta duyarli 11-13 mm ve direng¢li <10 mm kabul
edilmistir. Her iki antibiyotige direngli olan suslar VRE olarak kabul edildi.
Enterobacterales’lerde imipenem ve meropenem igin >23 mm duyarli, 20-22 mm orta
duyarli ve <19 mm direngli; ertapenem i¢in >22 mm duyarli, 19-21 mm orta duyarl ve
<18 mm direngli kabul edilmistir (126). Karbapenemlerden hepsine duyarli olanlar
KSKP ve tek bir karbapeneme direngli olani KRKP olarak degerlendirilmistir. VRE ve
KRKP olarak izole edilen tiim rektal siiriintii 6rnekleri ve bu hastalarin mekonyumlari
toplamda 20 bebege ait 40 6rnek kodlanmis ve gDNA izolasyon asamasina kadar -80

°C’de saklanmustir.

3.2.6. Mekonyum ve Rektal Siiriintiiden gDNA izolasyonu

Calismamizda mekonyumlar ve rektal siiriintii 6rneklerinden gDNA izolasyonu
icin ayni protokoller uygulanmistir. Calismanin bu kismi, Anabilim Dalimizda yeterli
cihaz donanimi olmadigi i¢in Acibadem Universitesi Biyoistatistik ve Tip Bilisimi

Anabilim Dal1 laboratuvari ile ortak olarak yiiriitilmiistiir.



gDNA izolasyonu i¢in ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kitinde (Katolog no:
D4300) belirtilen asagidaki protokol uygulanmaistir:

a.

j.

k.

0,22u enjektor tipi filtre ile steril edilmis 1 mL %96’lik etil alkol iginde
saklanan 200 mg mekonyum numunesi/rektal siiriintii vorteks ile hafif sekilde
homojenize edildikten sonra i¢inden 250 pL alinarak ZR Bashing Bead Lizis
tipline aktarilarak {izerine 750 uL. ZymoBIOMICS lizis soliisyonu eklenerek
tiip kapatilmistir.

Tiipler ¢evrilmek iizere sabitleyicilere tutturularak 5 dk boyunca en yiiksek
hizda ¢evrilmis, sonrasinda 5 dk boyunca dinlendirilmistir. Bu sekilde 4 defa
daha islem yapilarak toplamda 20 dk siire ile boncuklarin etkisi ile hiicrelerin

parcalanmasi saglanmaistir.
ZR Bashing Bead lizis tiipii mikrosantrifiij ile 10000 g’de 1 dk santrifiy
edilmistir.

400 pL siipernatant, toplama tiipiindeki Zymo-Spin IlI-F filtresine aktarilarak
1 dakika boyunca 8000 g'de santrifiijlenmis, ardindan Zymo-Spin I11-F filtresi

atilmistir.

1200 uL ZymoBIOMICS DNA Binding Buffer, tiip i¢inde kalan filtrat {izerine

eklenerek iyice calkalanmistir.

Bu karigimdan 800 pL alinarak Zymo-Spin IICR kolonuna aktarilarak 10000
g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

Toplama tiipiinden gelen akint1 atilarak bir 6nceki asama tekrarlanmistir.

400 pL 1 numarali DNA yikama soliisyonu yeni toplama tiiplinde yer alan
Zymo-Spin IICR kolonuna aktarilarak 10000 g’de 1 dk santrifiij edilerek akan

kisim atilmustir.

700 puL 2 numarali DNA yikama soliisyonu eklenerek iist basamakta yapilan

islem tekrarlanmustir.

Tekrar 2 numaralt DNA yikama soliisyonundan 200 pL eklenerek 10000 g’de

1 dk santrifiij edilmis ve akan kisim atilmistir.

Zymo-Spin IICR kolnu yeni temiz 1.5 mL hacimli mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi. Uzerine 100 pL DNase/RNase free su eklendi ve 1 dk oda 1sisinda



3.2.7.

bekletilmistir. Ardindan 1 dk boyunca 10000 g’de santrifiij edildi. Bu islem ile

olas1 peltelerin elemine edilmesi saglanmustir.

I. Zymo-Spin 1I-HRC Filtresi yeni bir toplama tiipiine yerlestirilerek tizerine 600
uL HRC Prep soliisyonundan eklenerek 8000 g’de 3 dk santrifiij edilmistir.

m. “k” basamaginda elde edilen DNA 1,5 mL mikrosantrifiij tlipli i¢inde

hazirlanmig ITII-HRC filtresine aktarilarak 16000 g'de 3 dk santrifiij edilmistir.

PCR ve gDNA’larin 16S rRNA Boélgelerinin Dizilenmesi
PCR icin 27F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3';, 1492R  5'-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3' evrensel barkodlu primerler kullanilmistir (127).

Mekonyum ve rektal siiriintii 6rneklerinden elde edilen saf gDNA’lara ait 16S

rRNA bolgelerinin dizilenmesi i¢in ayn1 protokoller uygulanmaistir:

a.

-20 °C’de tutulan 16S barkodlarinin yer aldig1 plaklar ¢ikarilarak ¢ozdiiriilerek
plaklarin i¢cinde bulunan sivilarin tiiplerin dibinde oldugundan emin olarak
sogutucu raklar iizerine yerlestirilmistir.
LongAmp Hot Start Taq 2X Master karisimi ¢ozdiiriildiikten sonra pipetlenerek
karistirilmis ve sogutucu rak tlizerine yerlestirilmistir.
10 ng (10 uL) gDNA, DNA LoBind tiipline alinarak tizerine 10 pL nukleaz-free
su eklenip mikrosantrifiij ile hafif sekilde karigtirilmistir.
Her numune i¢in 5 pL nukleaz-free su, 10 puL hedef gDNA ve 25 pLL LongAmp
Hot Start Taq 2X Master karisimi 0,2 mL hacmindeki PCR tiipiinde aktarilmistir.
Pipet ile hafif¢e karistirilarak temiz pipet ucu ile barkodlar1 igeren folyo hafifce
delinmistir. Bu islem her numuneye ait gDNA igin farkli pipet kullanilarak
yapilmistir. Bu sayede pipet ucu kaynakli olast kontaminasyonun Oniine
gecilmistir.
16S gDNA barkodlar1 igeren kuyular pipet ile 10 kez kanistirllarak i¢ine 10 pL
numune aktarilmis ve yine 10 defa pipetle karigtirilmistir.
Asagidaki basamaklar kullanilarak amplifiye edilmis ve 4 °C’de saklanmustir.

e On denatiirasyon (95 °C, 1 dk) (Tek dongii)

e Denatiirasyon (95 °C, 20 sn) (25 dongii)

e (Cozinme (Annealing) (55°C, 30 sn) (25 dongii)

e Uzama (Extension) (65 °C, 2 dk) (25 dongti)

e Final Uzama (65°C, 5 dk) (Tek ¢evrim)



h. Her o6rnek iginde AMPure XP boncuklar1 igeren 1.5 mL hacimli tiiplere
aktarilarak vortekslenmistir.

I. Tup icine 30 pL reslispanse AMPure boncuklari eklenerek 5 dk hareketli
karistiricida oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

J.  Nukleaz-free su kullanilarak 500 pL %70’lik etanol hazirlanmistir.

k. Inkiibasyondan sonra numune biraz daha ¢evrilerek miknatish tutucu iizerine
yerlestirerek slipernatant pipetlenmistir.

I.  Miknatish tutucu tiizerindeyken 200 pL %70’lik etanol ile peletler yapisi
bozulmadan yikanmis ve ardindan etanol pipetlenerek atilmistir.

m. “k” basamagindaki islem tekrarlandi. Tekrar dondiiriilerek olast kalinti etanol
pipetlenerek temizlenmistir.

n. 30 saniye boyunca pelet kurumaya birakildi. Siire uzamasi peletin ¢atlamasina
neden olabilir bu da sonraki basamaklarda peletin hatali sekilde atilmasina
sebebiyet verebilecegi i¢in siire takibi yapilmstir.

0. Ardindan pelet 10 pL, 10 mM Tris-HCI pH: 8 ve 50 mM NaCl igeren tiipe
aktarildi ve oda 1sisinda 2 dk inkiibe edilmistir.

p. Sivi berraklasana kadar miknatis iizerinde peletlenmistir.

g. 10 pL eliat 1.5 mL’lik eppendorf DNA LoBind tiipiine aktarilarak saklandi.
Peletlenen boncuklar ise bu islemlerden sonra atilmistir.

r. Qubit 2.0 kullanilarak 1 pL eluat i¢indeki gDNA miktar1 6lgtildi. Sinir deger
olarak kitin 6nerdigi 280/260: ~1,80 degerleri kullanildi. Saflik degeri yeterli
olmayan Orneklerin, manyetik tanecik yontemiyle saflastirmalar1 yapilmistir.
Sonra, tekrardan, Orneklerin kalite kontrolleri yapilip esas konsantrasyonlari
Olctilmiistiir.

s. Barkod igeren kiitiiphaneler 10 pL 10 mM Tris-HCl ve 50 mM NacCl i¢inde
toplamda 50-100 fmol olacak sekilde ayarlanmistir.

t. Barkodlanmis gDNA {izerine 1 pL RAP eklenerek hafifce karistirildi ve 5 dk
boyunca oda 1s1sinda inkiibe edilmistir.

U. Yukardaki tiim islemler sonucunda kiitiiphane, dizileme icin cihaza yiiklenmek

icin hazirlandi ve cihaza yiiklenene kadar da buz {lizerinde tutulmustur.

Barkodlanan gDNA, MiniOn MkIB cihazina yiiklenmesi icin asagida

tanimlanan islemler uygulanmistir:



a. Dizileme tamponu, yiikleme boncuklar1 ve Flush Tether soliisyonunu Flush
tether tiipii i¢inde oda sicakliginda karistirilarak vortekslenmistir.
b. Akis hiicresi karigimi i¢in 30 uL ¢ozdiiriilmiis flush tether tiipe eklenmis tizerine
yikama soliisyonu aktarilarilip karistirilarak cihaza ytiklenmistir.
c. Hava kabarcig1 olmadigina dikkat edilerek akis hiicresine yiiklenmistir.
d. Asagidaki basamaklar izlenerek kiitliphane yeni tiip i¢inde hazirlanmistir:
e 34 uL sekanslama buffer soliisyonu
e 25,5 uL yiikleme boncuklari
e 4,5 uL nukleaz-free su
e 11 pL DNA kiitiiphanesi
e. SpotON numune yiikkleme girisinden 200 puL hazirlama karistmi ve 75 pL
hazirlanan kiitiiphaneden yilikleme yapilarak ONT FLO-MIN106D akis

hiicresine (v. R9.4.1) yiikleme hazirlii tamamlanmistir.

Dizileme c¢evrimi tamamlandiktan sonra “fast5” uzantili ham veri dosyalari

cihazdan toplanarak biyoinformatik analizleri igin saklanmistir.

3.2.8. Ham Verilerin Biyoinformatik Analizi

“fast5” uzantilt ham veri dosyalari, ONT guppy (v.6.1.5) komut satir1 programi
ile adaptor ve barkodlardan kurtarilmistir. Dizilerin FastQC (v.0.12.1) programi ile
yapilan kalite kontrolii sonrasinda, bbTools (v.38.91), magicblast (v.1.6) ve samtools
(v.1.13) programlari ile konsensus dizileri olusturulmustur. Diziler, 21.12.2023 tarihli
NCBI 16S bakteriyel veri bankasina eslestirilip anotasyonu yapilarak her bir 6rnek

filumdan tiire kadar olan taksonlarda OTU tablolar1 elde edilmistir.

3.2.9. Istatistiksel Degerlendirme

OTU dosyalari, SPSS (v.26), R (v.4.2.0) ve Rstudio IDE (v.2022.02.2) ile tek bir
tabloda birlestirilerek tiim bakteriler igin goreceli miktarlar elde edilmistir. Analizler
oncesi R decontam (v. 1.18.1) paketi kullanilarak kontaminasyonlar elimine edilmistir.
Normallik testi i¢in Shapiro-Wilk’s testi, onemli farklilik (p<0,05) gosteren ozellikleri
belirlemek amaciyla paired Welch’s t-test (normal dagilim goriilen gruplarda) ve paired
Wilcoxon Singed Rank Testi (normal dagilim gdstermeyen gruplarda) ve anlamlilik

diizeylerini dogrulama yontemi olarak da Bonferroni yontemi uygulanmustir.



3.2.10. Cesitlilik Analizi

3.2.10.1. Alfa Cesitliligi
Alfa cesitlilik analizi, ayni1 tiirdeki bireysel tiir cesitliligidir. R programinda
“phyloseq” paketi ile yapilmistir. Alfa cesitlilik analizi, li¢ farkli metrikte, gézlemlenen
(observed), Shannon ve Inverse Simpson (InvSimpson) metrikleriyle incelenmistir.
Gruplar arasindaki istatistiksel olarak farkliligin degerlendirilmesi, parametrik
ve normal dagilim goriilen 6rneklerde paired Welch’s t-testi, parametrik olmayan ve
normal dagilim gostermeyen orneklere ise Wilcoxon Sing Rank testi ile belirlenmistir.

Tahmini kutu grafikleri “ggplot2” paketi kullanilarak ¢izilmistir.

3.2.10.2. Beta Cesitliligi

Bireyler arasi tiirler ¢esitliligidir. Toplanan 6rneklerin beta biyogesitliliklerinin
karsilagtirilmast i¢in Bray-Curtis 1s1 haritasi1 ile Bray-Curtis farkliligi ve Jaccard
Uzaklig1 Temel Koordinat Analizleri kullanildi. Bray-Curtis farkliliginda sonug 0 ise iki
bolge ayni tiirii paylasiyor; 1 ise higbir tiirli paylasmiyor olarak degerlendirildi. Bray-
Curtis farkliligt ve Jaccard Uzakligi Temel Koordinat Analizlerinde aksislerin
degerlerinin toplaminin %80’den biiylik olmas1 varyans degerlerinin aciklayici
oldugunu ifade etmektedir. Filogenetik benzerlik analizi i¢in UPGMA mesafe
metriginin sadece agirlikli kullanilmistir. UPGMA 6lgiitii “phyloseq” paketinden
UPGMA islevi kullanilarak gergeklestirilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Yenidoganlara Uygulanan Profilaktik Tedaviler

Profilakside kullanilan antibiyotiklere ek olarak 1-5, 9-13 ve 16-20 numarali
bebeklere Gram-pozitif bakterilere kars1 TEC ile birlikte, Gram-negatif gomaklara karsi
tictincli kusak sefalosporinlerden CTX kullanilmistir. 4 nolu bebegin serviste kalig
siiresi diger bebeklere gore daha uzun siirdiigii icin TEC+CTX kombinasyonu
degistirilerek TEC yerine V, CTX yerine MEM, AK ve LEV folik asit antagonisti SXT
ile kombine edilerek uygulanmistir (128). 6 nolu bebekte TEC ile GEN; 7 ve 8 nolu
bebeklerde ise CTX yerine TZP kullanilmistir. TZP bir beta laktam olan piperasilin ile
beta-laktamaz inhibitorii olan tazobaktam kombinasyonundan olusmaktadir (129).
MEM, 4, 10, 11 ve 17 nolu bebeklerde CTX yerine; 19-20 nolu bebeklerde de
TEC+CTX ile kombine edilerek kullanilmistir.

4.2. Orneklerin Kiiltiir Sonuglar:

Bebeklerin ilk yatisinda alinan mekonyum/rektal siirlintii 6rneklerinde {ireyen
VSE/KSKP (A ornekleri) daha sonra bebeklere uygulanan ¢esitli antibiyotikler
sirasinda/sonrasinda haftada bir kez alinan rektal siiriintii 6rneklerinde iireyen ilk
VRE/KRKP (B ornekleri) i¢in kolonizasyon siiresi hesaplanmigs ve Tablo 4-1’de

gosterilmistir.

Calismamiza dahil edilen 20 bebekten besi ¢ift yumurta ikizidir (1-2, 10-11, 14-
15, 17-18 ve 19-20 numarali bebekler). Orneklerin tamaminda VRE ve KRKP iiremesi
saptanmstir. ilk VRE kolonizasyonu 10 bebekte (%50) (Bebek no: 3, 7, 8, 10, 12, 14,
15-18) goriildii. Ayn1 bebeklerden serviste yatis siireleri boyunca haftalik olarak gelen
orneklerde KRKP iiremesi de goriilmiistiir. Ilk KRKP kolonizasyonu 9 bebekte (%45)
(Bebekno: 1,2,4,5,6,9,11, 13 ve 20) goriildii. Ayn1 bebeklerden serviste yatis siireleri
boyunca haftalik olarak gelen 6rneklerde VRE tiremesi de goriilmiistiir. Sadece 19 no’lu
tek ornekte (%5) VRE ve KRKP birlikte oldugu goriilmiistiir. VRE ve KRKP’nin yatan
bebeklerin bagirsaginda kolonize olmalari i¢in gereken siire VRE i¢in 12-60 giin (ort.
33,1 giin), KRKP i¢in 6-62 giin (ort. 22,9) giin, VRE+KRKP i¢in 15-96 giin (ort. 43,8

giin) olarak saptanmustir.



Tablo 4-1: Bebeklere uygulanan profilaksi ve tedavide kullamilan antibiyotiklerin

uygulanma siiresi ve VRE/KRKP goriilme siireleri.

i1k Gériilen VRE+KRKP

Bebek Tedavide Kullanilan Yatis Tarihi VRE/KRKP kolonizasyonu
no Antibiyotikler* (giin) 5 m icin gerekli icin gerekli
siire (giin) siire (giin)

1 TEC+CTX (4) KRKP (18) 25
18.11.2021

2 TEC+CTX (4) KRKP (12) 25

3 TEC+CTX (4) 20.12.2021 VRE (48) 69

TEC+CTX (2), V+MEM (7),

4 V+MEM+AK (9), LEV+SXT (7) 01.12.2021 KRKP (62) 96

5 TEC+CTX (4) 24.02.2022 KRKP (28) 26

6 TEC+GEN (6) 23.03.2022 KRKP (6) 15

7 TEC+TZP (4) 13.04.2022 VRE (13) 22

8 V+TZP (5) 2.09.2022 VRE (24) 40

9 TEC+CTX (4) 2.12.2022 KRKP (18) 32

1l TEC+CTX (4) V+MEM (5) VRE (23) 35
16.12.2022

11 TEC+CTX (4), TEC+MEM (5) KRKP (31) 45

12 TEC+CTX (3) 9.01.2023 VRE (34) 55

13 TEC+CTX (3), V+TZP (3) 7.01.2023 KRKP (17) 36

14 TEC+TZP (2) VRE (60) 74
01.06.2022

15 TEC+TZP (2) VRE (27) 60

16 TEC+CTX (3) 21.06.2023 VRE (12) 33

17 TEC+CTX (2), V+MEM (4) A o023 VRE (52) 60

18 TEC+CTX (2), V+MEM (4) VRE (38) 68

19 TEC+CTX+MEM (7) 17.04.2023 VRE+KRKP (29)

20 TEC+CTX+MEM (7) KRKP (14) 30

*Kisaltmalar: AK, amikasin; AMP, ampisilin; CTX, sefotaksim; GEN, gentamisin; LEV, levofloksasin; MEM, meropenem; P.,
penisilin G; SAM, sulbactam-ampisilin; SXT, trimetoprim-sulfametoksazol; TEC, teikoplanin; TZP, tazobaktam-piperasilim; V,
vankomisin.

4.3. Profilaksi ve Tedavide Kullanilan Antibiyotiklerin Bagirsakta Bulunan
Mikrobiyota Bakterilerine Kars1 Olas1 Etkisi

VRE kolonizasyonu en erken 12. giinde GEN+AMP (3 giin profolaksi) ve
TEC+CTX (3 giin tedavi) kullanilan 16 no’lu bebekte ve en ge¢ 60. giinde GEN+AMP
(3 giin profolaksi) ve TEC+TZP (2 giin tedavi) uygulanan 14 no’lu bebekte
gerceklesmistir. KRKP kolonizasyonu en erken 6. glinde GEN+P (3 giin profolaksi) ve
TEC +GEN (6 giin tedavi) kullanilan 6 no’lu bebekte ve en ge¢ 60. giinde GEN+AMP
(3 giin profolaksi) ve TEC+TZP (2 giin tedavi) uygulanan 14 no’lu bebekte
gerceklesmistir. Profilakside kullanilan antibiyotikler aerop ve bir kisim anaerop
bakterilere etkilidir. Aminoglikozit grubu GEN, AMP/P ile kombine edilerek
kullanilmistir.  AMP/P  Gram pozitif etkilidir ancak Gram negatif g¢omaklarin



(Enterobacteriaceae, Pseudomonas) ¢cogu AMP/P’ye direnglidir. Ancak 7 no’lu bebekte
AMP yerine daha giiclii antibiyotik olan beta-laktamaz inhibitorii olan SAM ve 8 no’lu
bebekte iiglincii sefalosporin olan CTX kullanilmigtir. CTX enterokok disinda stafilokok
ve streptokok gibi diger Gram pozitif bakterilere ve E.coli, Klebsiella spp. gibi

Enterobacteriaceae iiyesi bakterilere etkili olup Pseudomonas spp.’ye etkisizdir.

Tedavide kullanilan TEC ve V gibi glikopeptidler ile sadece Gram pozitif
bakterilere, C. difficile etkili olan antibiyotikler CTX ile kombine edilerek (1-5, 9,
10,11,12,13, 16-20 no’lu bebeklerde) uygulanmistir. Bazi bebeklerde CTX yerine GEN
(6 no’lu bebekte) veya TZP (7, 8, 13, 14, 15 no’lu bebeklerde) kullanilmistir.
Piperasilin, ureidopenisilin olup Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere etkili bir beta-
laktamdir ayn1 zamanda anti-Pseudomonas olarak da adlandirilir. EUCAST’e (130)
gore anaerop bakterilere karsi kullanilan antibiyotikler, Bacteroides spp.’de TZP, MEM,
klindamisin, metronidazol; Prevotella spp. ve F. necrophorum’da benzil penisilin, TZP,
MEM, klindamisin, metronidazol; C. perfringens’te V, benzil penisilin, TZP, MEM,
klindamisin, metronidazol; Cutibacterium acnes’te V, benzil penisilin, TZP, MEM ve
klindamisin olarak bildirilmistir. Anaerop bakterilere etkili olan V/IMEM/TZP 4,7, 8,
10, 11, 13, 14, 15, 17-20 no’lu bebeklerde kullanilmistir (Tablo 4-1 ve Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Yatan bebeklere uygulanan profilaksi ve tedavide kullamlan antibiyotiklerin
bakterilere kars etkisi (60).

Kullanilan Antibakteriyel etkisi
Antibiyotik Gram Pozitif Gram Negatif Anaerop
Penisilinler: Streptococcus, Neisseria gonorrhoeae, Clostridium (P-V),
P(G,V) Enterococcus, Treponema pallidum, Peptoniphilus, Fingoldia,
Staphylococcus Actinomyces Peptostreptococcus,
Fusobacterium, Prevotella
spp. (P-G), Cutibacterium
acnes (P-G)
AMP P gibi P gibi ve Beta-laktamaz P gibi
negatif H.influenzae, P.
(aminopenisilin) mirabilis, E. coli,
Piperasilin P gibi Cogu Enterobacteriaceae ve P gibi

(ureidopenisilin) P. aerugiona’ya etkili




Beta- P gibi ancak beta P gibi ancak beta laktamaz B.fraglise, Prevotella spp., C.
laktam/Beta laktamaz iireten ireten suslarda da etkilidir perfringens etkilidir.
laktamaz suslarda da etkilidir Cok antibiyotige direngli olan
inhibitorii Acinetobacter spp. etkilidir.
SAM SAM gibi ve P. aeruginosa’da
SAM gibi etkilidir.
TZP
Sefemler: Streptococcus’a  ¢ok  Gram negatif bakterilere kars
CTX etkili, Enterococcus’a ikinci kusak sefalosporinlere
etkisiz, S. aureus’a orta  gore daha etkilidir.
diizeyde etkilidir Pseudomonas’a etkisizdir.
Penemler: Etkilidir Etkilidir MEM, Bacteroides  spp,
IMP, MEM Prevotella spp., C. perfringens
Aminoglikozit: Etkisi degiskendir Gram  negatif ¢omaklara,
GEN, AK ancak V ile sinergist Nocardia (AK) etkilidir, GEN Etkisizdir
yaparak enterokoklara veya beta-laktam ile sinergist
etkili olur etkisi P.  aeruginoasa’da
kullanilir
Folat A grubu streptokok ve Enterobacteriaceae,
inhibitorleri enterokoklara H.influenzae, M. cattarhalis,
Sulfanamid, etkisizidir, ve Stenotrophomonas spp.
Trimetoprim, Stafilokoklara, MRSA etkili ancak P. aerugionsa’ya
SXT orta etkili, Listeria spp. etkisizidir.
etkilidir
Glikopeptidler:  Stafilokok MRSA  Etkisizdir Gram pozitif anaerop:
V, TEC dahil, enterokok etkili, V, C. difficile, Clostridium
Lactobacillus spp. ve perfringens, Cutibacterium
Actinomyces  spp.’ye acnes
etkisizdir
Kinolonlar: Staphylococcus ve Enterobacteriaceae,
LEV Streptococcus H. influenzae,

pneumoniae etkilidir

M cattarhalis,

Patojenler:

Chlayidophyla pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae,
Legionella, Bacillus

anhtrachis
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4.4. 16S rRNA Sekans Kalite Skorlari
Toplamda, 1418944 okuma ve 1,4 Gbp baz elde edilmistir. N50 degeri 1442 kb,
ornek basina ortalama okuma sayist 34608 olarak belirlenmistir. Zincirlerin uzunluklari

1-6945 bp arasinda (ortalama: 1004 bp) olarak tespit edilmistir (Sekil 4-1).

Sequence Length

700000
600000
500000
400000
300000
200000

100000

o 0-199 600-799 1400-1599 2200-2399 3000-3199 3800-3999 4600-4799 5400-5599 6200-6399

sequence Length (bp)

Sekil 4-1: 16S rRNA dizilerinin ortalama zincir uzunluklari.

Dikey bar: Total okuma sayisi; Yatay bar: Ortalama DNA zincir uzunlugu

4.5. OTU’larin Biyoinformatik Analizleri

OTU’larin analizinde De Novo kiimeleme yontemi kullanilmistir (Sekil 4-2).
Her OTU igin yapilan biyoinformatik analiz sonuglari basliklara ayrilarak belirtilmistir.
Istatistiksel degerlendirmede; p<0,05 oldugunda anlamli olarak kabul edilmistir.
[statistiksel analiz, mekonyum ve rektal siiriintii, ikiz ve ikiz olmayan bebekler olarak

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4-2: Ham dizilerin primerlerin kesilmesinden sonra dizi benzerliklerinin
tanmimlanmasi. Sekilde her renk bir bazi temsil etmektedir. Barkod ve primerlerinden kurtarilan
diziler once tekrar dizilerinden armdirilmistir. Ardindan diziler hizaland1 ve hizalama skorlar1 referans
alinarak zincirler arasindaki uzaklik belirlenmistir. Bu matristen yararlanilarak rehber olusturularak
taksonlar arasindaki iligki belirlenmisgtir.
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4.5.1. Filum (Phylum) Seviyesinde OTU Analizi

Incelenen 20 bebege ait mekonyum &rneklerinde (A) toplam 25 filum
saptanmistir (Tablo 4-3). Ancak c¢esitli antibiyotik kullanimi, VRE+KRKP
kolonizasyon sonrast bu filumlardan sadece 13’si alinan rektal siirtintii 6rneklerinde (B)

goriilmistiir. Diger 12 filum ise goriilmemistir (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Mekonyum (A) ve rektal érneklerde (B) saptanan filumlarin dagilimi.

No Filum A grubu (n=20) B grubu (n=20) Toplam (n=40)
n % n % n %
1 Actinomycetota 19 95 19 95 38 95
2 Aquificota 3 15 0 0 3 7,5
3 Bacillota 20 100 20 100 40 100
4 Bacteroidota 19 95 17 85 36 90
5 Bdellovibrionota 2 10 0 0 2 5
6 Campylobacterota 5 25 4 20 9 22,5
7 C. Melainabacteria 7 35 0 0 7 17,5
8 C. Thermoplasmatota 1 5 0 0 1 2,5
9 Chloroflexota 2 10 2 10 4 10
10 Chrysiogenota 2 10 0 0 2 5
11 Cyanobacteriota 13 65 3 15 16 40
12 Deinococcota 4 20 0 0 4 10
13 Fusobacteriota 4 20 1 5 5 12,5
14 Gemmatimonadota 1 5 0 0 1 2,5
15 Lentisphaerota 1 5 2 10 3 75
16 Myxococcota 2 10 0 0 2 5
17 Nitrospinota 1 5 0 0 1 2,5
18 Nitrospirota 1 5 0 0 1 2,5
19 Pseudomonadota 100 100 100 100 40 100
20 Rhodothermota 2 10 1 5 3 7,5
21 Spirochaetota 5 25 1 5 6 15
22 Thermodesulfobacteriota 9 45 3 15 12 30
23 Thermomicrobiota 1 5 0 0 1 2,5
24 Thermotogota 5 25 0 0 5 12,5
25 Verrucomicrobiota 7 35 3 15 10 25

Tiim 6rneklerde, yiizdesel olarak en yiiksek goriilen 4 filum sirasiyla; Bacillota,
Pseudomonadota, Actinomycetota ve Bacteroidota olarak siralanmistir. Mekonyumlarda

goriilen filum cesitliligi VRE+KRKP goriilen rektal 6rneklere gore daha yiiksek oldugu
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goriilmistiir (Sekil 4-3, 4-4). Bu filumlardan sadece biri (Pseudomonadota) rektal
stiriintii 6rneklerinde mekonyum orneklerine gére anlamli bir artig gosterirken diger li¢
filumda anlamli bir azalma kayit edilmistir. Ayni sekilde ikinci grupta Cyanobacteriota
ve Verrucomicrobiota ve fgiincii grupta Thermodesulfobacteriota ve Candidatus
Melainabacteria’da anlamli azalma goriilmiistiir (p<0,05) (Tablo 4-4).

Phyla

100 —
Organisms (Phylum):
. Others
Actinomycetots
W saciota
B vacrercidas
W Fsevcomonadota
o

Relative Abundange (%)
w
-1

W

Sekil 4-3: Filumlara ait goreceli bolluklarin ifade edildigi cubuk grafigi ve 1s1 haritalari.
(Ust) Grafikte, %1°den az olan filumlar (%0,66) ise gri renkte “others” olarak ifade edilmistir. ifade
edilen filumlardan Bacillota (%54.42), Pseudomonadota (%42,05), Bacteroidota (% 2,86) en bol olarak
bulunmaktadir. (Alt) Orneklerde en yiiksek oranda bulunan filumlar kirmizi renkte ifade edilmistir. Renk
skalas1 maviye dogru ilerledikge filumlarin ifade yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4-4: Filumlarin ortalama (Sol) ve 6rnek gruplarinda (Sag) bulunma yiizdeleri. A:
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Mekonyum, B: VRE+KRKP goriilen rektal drnek

8 filumda, gruplar arasinda yiizdesel olarak anlamli sekilde fark gorilmistiir
(Tablo 4-3). Candidatus Melainabacteria sadece mekonyum orneklerinde goriilmiistiir.
Pseudomonadota, VRE/KRKP goriilen 6rneklerde goreceli bollugunda artis goriilen tek
filumdur (Sekil 4-5). Bakteri tiir diizeyinde elde ettigimiz baska 6nemli bir bulgu da
Pseudomonadota’da Enterococcus spp. ve Klebsiella spp. gibi cinslerin ozellikle
VRE+KRKP kolonize rektal siiriintii 6rneklerinde anlamli (%21,7138->%62,3941,

p=0,000057) bir sekilde artis1 olmustur.
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Sekil 4-5: Anlamh fark gosteren filumlarin goreceli bolluk yiizde grafikleri.



45.1.1. Bebeklere  Uygulanan  Antibiyotiklere = Gore Filumlarin
Gruplandirilmasi

Mekonyumlarda saptanan 25 filum, profilaktik ve tedavi amaciyla kullanilan

antibiyotiklere gore 3 grupta incelenmistir:

1. Grup: Bebeklere kullamlan antibiyotiklerin etki spektrumunda
olan ve insanlarda hastahk yapabilen filumlar. Bu grup insan
hastaliklari ile iliskilendirilmis bakterileri iceren 7 filumdur. Bu filumlar;
Bacillota, Pseudomonadota, Bacteroidota, Actinomycetota,
Fusobacteriota, Spirochaetota ve Campylobacterota.

2. Grup: Bebeklere kullanilan antibiyotiklerin etki spektrumunda
olan ve insanlarda hastalik yaptigi kanitlanmayan filumlar. Bu grup
insan hastaliklar ile simdilik iliskisi kanitlanmayan bakterileri igeren 6
filumdur. Bu filumlar; Chloroflexota, Cyanobacteriota, Deinococcota,
Gemmatimonadota, Myxococcota ve Verrucomicrobiota.

3. Grup: Bebeklerde kullanilan antibiyotiklerinin etkisinin
degerlendirilmedigi filumlar. Mekonyum Oreklerinde ¢ok diisiik
ylizdesel goriilme gosteren (%0,0001-%0,0173) bir kismi arke bakteriler
gibi (Thermotogota, Candidatus Thermoplasmatota), arke bakteriler gibi
goriinlip gram negatif bakterileri baskilayan kiigiik virgiil seklinde
bakteriler (Bdellovibrionota) veya siyanobakterilere benzeyen bakteriler
(Candidatus Melainabacteria) olup genetik yapisi bilindigi halde
hakkinda yeterli bilgiye bulunmamaktadir. Bu grupta 12 filum
bulunmaktadir. Bu filumlar; Thermodesulfobacteriota, Candidatus
Melainabacteria, Thermotogota, Aquificota, Bdellovibrionota,
Chrysiogenota, = Rhodothermota,  Candidatus = Thermoplasmatota,
Lentisphaerota, Nitrospinota, Nitrospirota ve Thermomicrobiota olarak
belirlenmistir (Tablo 4-4).

20 mekonyum Orneginde goriilme sayisina gore filum yiizdeleri kiyaslandiginda

Bacillota ve Pseudomonadota %100, Bacteroidota ve Actinomycetota %95,

Fusobacteriota %20, Spirochaetota ve Campylobacterota %25, kisaca birinci grupta

bulunan filumlar 6rneklerin %20-%100’{inde goriilmiistiir. Ikinci grupta bulunan

filumlardan Cyanobacteriota %65, Verrucomicrobiota %35, Deinococcota %20,
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Myxococcota %10, Chloroflexota %10 ve Gemmatimonadota %5 olarak toplamda
orneklerin  %5-%65’inde saptanmis ve birinci gruba gore daha az Orneklerde
goriilmiistiir. Uciincii grupta bulunan filumlar ise &rneklerin %5-%45’inde bulunmus ve
filumlarin gorildigi en diisiik 6rnek sayist bu grupta saptanmustir.

Mekonyum oOrneklerinin alfa c¢esitliliginin analizinde Observed biyogesitlilik
anlamli sekilde azalmistir (p=0,004). Shannon ve InvSimpson metrikleri arasinda da
anlamli bir fark goriilmese de azalma tespit edilmistir (Sirasi ile p=0,39 ve p=0,89)

(Sekil 4-6).

Observed Shannon InvSimpson

=0.00408
P! £

3

201

154

104 0.504

w
M

0.254

Sekil 4-6: Filum bazinda 6rneklerin alfa biyocesitliliklerinin karsilastirmal grafikleri.
Dikey barlarda gesitlilik sayisal olarak ifade edilmistir.

Toplanan 6rneklerin beta biyogesitliliklerinin karsilastirilmasi i¢in Bray-Curtis
1s1 haritast kullanilmistir. Bray-Curtis farkliliginda sonug¢ 0 ise iki bolge ayni tiirii
paylasiyor; 1 ise higbir tiirii paylasmiyor olarak degerlendirilmistir. Filogenetik
benzerlik analizi i¢cin UPGMA metriginden faydalanilmistir. Alfa ve Beta
biyogesitlilikteki anlamli sekildeki farkliliklar1 da diistindiigiimiizde dogumda var olan
bazi filumlarin mikrobiyotadan elendikleri, Bacillota ve Pseudomonadota gibi

filumlarin oransal olarak artarak yerlesik hale geldigi goriilmiistiir (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7: (Ust) Mekonyum ve direncli bakteri kolonizasyonu gériilen rektal 6rneklerin
filum bazinda Bray-Curtis farkhihg: 1s1 haritasi. (Alt) Bray-Curtis Farklihg: (sol)

ve Jaccard Uzakhi@ (sag) Temel Koordinat Analizi. Bray-Curtis farkhihig: 1s1 haritasmimn

sol kismma UPGMA yontemi ile ornekleri ortalama uzakliklara gore gruplayan filogenetik agag
¢izilmistir. Ist haritasi verileri mekonyum ve direngli bakteri kolonizasyonu goriilen rektal ornekler
arasinda benzer filum elemanlarinin sayisinin azaldigi ancak yine de tam olarak farklilik géstermektedir.
PCoA elips ¢iziminde igin % 95 giiven aralif1 tercih edilmistir. (Yesil renk: Mekonyum, Turuncu renk:
VRE/KRKP goriilen 6rnekler)
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Tablo 4-4: Mekonyum ornekleri (A 6rnekler) ve antibiyotik sonrasi alinan rektal siiriintii

(B ornekler) érneklerinde saptanan filumlarin yiizdesel goriilme dagilimlari.

Ortalama goriilme yiizdesi

Filumlar p degeri Yorum
A B

1.Grup (7 filum)

Bacillota 71,851 36,9886 0,0009319 Anlamh azalma
Pseudomonadota 21,7138 62,3941 0,000062 Anlamh artis
Bacteroidota 5,157 0,565 0,006066 Anlamh azalma
Actinomycetota 1,0071 0,0423 0,000047 Anlamh azalma
Fusobacteriota 0,0285 0,00001 0,1056454  Anlamsiz
Campylobacterota 0,0067 0,0041 0,3525421  Anlamsiz
Spirochaetota 0,0033 0,0001 0,0590582  Anlamsiz
2.Grup (6 filum)

Cyanobacteriota 0,0655 0,0005 0,001511 Anlamh azalma
Verrucomicrobiota 0,0246 0,0006 0,0243902  Anlamh azalma
Myxococcota 0,019 0 0,3710934  Anlamsiz
Deinococcota 0,0053 0 0,1003482  Anlamsiz
Chloroflexota 0,0009 0,0004 0,4226781  Anlamsiz
Gemmatimonadota 0,0002 0 1 Anlamsiz

3. Grup (12 filum)

Thermotogota 0,0402 0 0,0590582  Anlamsiz
Thermodesulfobacteriota 0,0277 0,0034 0,0366713  Anlamh azalma
Candidatus Melainabacteria 0,0173 0 0,0222541  Anlamh azalma
Aquificota 0,0042 0 0,1814492  Anlamsiz
Thermomicrobiota 0,0041 0 1 Anlamsiz
Bdellovibrionota 0,0021 0 0,3710934  Anlamsiz
Chrysiogenota 0,0008 0 0,3710934  Anlamsiz
Rhodothermota 0,0004 0,0002 1 Anlamsiz
Nitrospirota 0,0003 0 1 Anlamsiz
Candidatus Thermoplasmatota 0,0002 0 1 Anlamsiz
Nitrospinota 0,0002 0 1 Anlamsiz
Lentisphaerota 0,0001 0,0005 0,5862137  Anlamsiz

4.5.1.2. ikizlerde Filumlarmm A ve B Orneklerinde Ortalama Yiizdeleri
Ikiz bebeklerin A ve B oOrneklerinin filumlarm yiizdesel goriilmeleri
karsilastirildiginda Bacillota’da anlamli bir diistis (p=0,001953), Pseudomonadota’da
ise anlamh bir artis (p=0,001953) oldugunu ve diger filumlarda ise bir degisiklik
olmadig1 belirlenmistir (Tablo 4-5).
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Tablo 4-5: ikiz bebeklerin A ve B drneklerinde saptanan filumlarin yiizdesel ortalama

goriilme degerleri

Filum Aort. B ort. p degeri Yorum
Actinomycetota 1,1716 0,0133 0,414520 Anlamsiz
Aquificota 0,0007 0 0,100348 Anlamsiz
Bacillota 77,0646 27,7494 0,001953 Anlamh azalma
Bacteroidota 2,2748 0,6156 0,307749 Anlamsiz
Bdellovibrionota 0,0004 0 0,100348 Anlamsiz
Campylobacterota 0,0015 0,0004 0,100348 Anlamsiz
Candidatus Melainabacteria 0,0255 0 0,100348 Anlamsiz
Chlorobiota 0,0002 0 0,100348 Anlamsiz
Chloroflexota 0,0011 0,0004 0,100348 Anlamsiz
Chrysiogenota 0,0002 0 0,100348 Anlamsiz
Cyanobacteriota 0,0447 0,0006 0,100348 Anlamsiz
Deinococcota 0,0067 0 0,100348 Anlamsiz
Fusobacteriota 0,0004 0 0,100348 Anlamsiz
Gemmatimonadota 0,0004 0 0,100348 Anlamsiz
Lentisphaerota 0,0002 0 0,100348 Anlamsiz
Myxococcota 0,0002 0 0,100348 Anlamsiz
Nitrospinota 0,0003 0 0,100348 Anlamsiz
Nitrospirota 0,0006 0 0,100348 Anlamsiz
Pseudomonadota 19,2747 71,6199 0,001953 Anlamh artis
Rhodothermota 0,0006 0 0,100348 Anlamsiz
Spirochaetota 0,0015 0 0,100348 Anlamsiz
Synergistota 0,01 0 0,100348 Anlamsiz
Thermodesulfobacteriota 0,0079 0,0004 0,100348 Anlamsiz
Thermotogota 0,0748 0 0,100348 Anlamsiz
Verrucomicrobiota 0,0234 0 0,100348 Anlamsiz

4.5.1.3. ikiz Bebeklerde Biyogesitlilik Analizi

ikiz bebeklerde observed alfa cesitliliginde anlamli sekilde azalma tespit
edilmistir (p=0,00753). Shannon ve InvSimpson metriklerinde ise istatistiksel olarak
anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Beta cesitlilikte belirgin sekilde olmasa da

mekonyumlar ve rektal siiriintli 6rneklerinde varyans azalmasi goriilmistiir (Sekil 4-8).

PCoA - Bray-Curtis Dissimilarity (Phylum)
PCoA - Jaccard Distance (Phylum)

Observed Shannon InvSimpson 024

' 10
014
05

N B A B N 8 : Axis.! [97.6%]

Axis2 [2.6%]
Axis2 [19.4%]

oo o
Ais.1 [46.2%)

Sekil 4-8: (Sol) ikiz bebeklerin alfa biyocesitlilik grafikleri, (Orta) Bray-Curtis Farkhlig
ve (Sag) Jaccard Uzakhgi Temel Koordinat Analizi.
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45.1.4. ikiz Olmayan Bebeklerde Filumlarn A ve B Orneklerinde
Ortalama Yiizdeleri

Ikiz olmayan bebeklerin A ve B orneklerinin filumlarin yiizdesel goriilmeleri
karsilastirildiginda Bacillota’da anlaml diisiis (p=0,003274982) ve Pseudomonadota’da
ise anlamli artis (p=0,001953125) oldugunu ve diger filumlarda ise bir degisiklik
olmadig belirlenmistir (Tablo 4-6).

4.5.1.5. ikiz Olmayan Bebeklerde Biyogesitlilik Analizi
Ikiz olmayan bebeklerin alfa ¢esitliliginde anlamli farklilik gériilmedi (p>0,05).
Beta ¢esitlilikte de ikiz bebeklerdeki kadar olmasa da varyanslarda azalma tespit
edilmistir (Sekil 4-9).

Observed Shannon InvSimpson

w

A B A B A B

PCoA - Bray-Curtis Dissimilarity (Phylum) PCoA - Jaccard Distance (Phylum)

050+
04+

0.254
0.2
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Axis.2 [9.8%)
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Sekil 4-9: (Sol) ikiz olmayan bebeklerin alfa biyocesitlilik grafikleri, (Orta) Bray-Curtis
Farkhihig: ve (Sag) Jaccard Uzakhigi Temel Koordinat Analizi.



Tablo 4-6: ikiz olmayanlarda A ve B érneklerinde saptanan filumlarin yiizdesel ortalama

goriilme degerleri.

Filum Aort B ort p degeri Yorum
Actinomycetota 0,8427 0,0712 0,05802402 Anlamsiz
Aquificota 0,0076 0 0,181449208 Anlamsiz
Bacillota 66,6373 46,2279 0,003274982 Anlamh azalma
Bacteroidota 8,0393 0,5145 0,232421875 Anlamsiz
Bdellovibrionota 0,0038 0 0,181449208 Anlamsiz
Campylobacterota 0,0119 0,0078 0,674986714 Anlamsiz
Candidatus Melainabacteria 0,0091 0 0,181449208 Anlamsiz
Candidatus Thermoplasmatota 0,0003 0 0,181449208 Anlamsiz
Chlorobiota 0,0007 0 0,181449208 Anlamsiz
Chloroflexota 0,0007 0,0003 0,201242621 Anlamsiz
Chrysiogenota 0,0014 0 0,181449208 Anlamsiz
Cyanobacteriota 0,0863 0,0004 0,181449208 Anlamsiz
Deinococcota 0,0038 0 0,181449208 Anlamsiz
Fusobacteriota 0,0566 0,0001 0,201242621 Anlamsiz
Gemmatimonadota 0 0,0011 0,201242621 Anlamsiz
Lentisphaerota 0,0031 0,0004 0,278517024 Anlamsiz
Myxococcota 0,0378 0 0,181449208 Anlamsiz
Pseudomonadota 24,1529 53,1683 0,001953125 Anlamh artis
Rhodothermota 0,0002 0,0004 0,201242621 Anlamsiz
Spirochaetota 0,0051 0,0002 0,201242621 Anlamsiz
Thermodesulfobacteriota 0,0474 0,0063 0,583882421 Anlamsiz
Thermomicrobiota 0,0082 0 0,181449208 Anlamsiz
Thermotogota 0,0055 0 0,181449208 Anlamsiz
Verrucomicrobiota 0,0258 0,0011 0,280712665 Anlamsiz

4.5.1.6. Ikiz ve Ikiz Olmayan Bebeklerin Rektal Siiriintii Orneklerinde
Filumlarin ve Bakteri Cinslerin Yiizdesel Goriinmelerinin

Karsilastirilmasi

Ikiz bebeklerin mekonyum &rneklerinde bulunan tibbi olarak patojenitesi
kanitlanmis bakteri cinsleri rektal siiriintii Orneklerine gore daha yiiksek goreceli
bollukta tespit edilmistir. Ornegin Bacillota’dan Streptococcus spp. rektal érneklerde
saptanan yiizdesel goriilmeleri (9%0,2825) mekonyum orneklere gore (%3,7553) anlaml
bir diisiis gosterirken (p=0,04579), aymi filumda bulunan Enterococcus spp.’de bunun
tam tersi goriilmiistiir. Enterokoklarin rektal drneklerinde saptanan yiizdesel goriilmeleri
(%23,0507) mekonyum Orneklerine (%9,047) anlamli bir yiikselis gdstermistir

(p=0,04579). Ikiz olmayan bebeklerde mekonyumlar ile rektal siiriintii &rneklerinde
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streptokok ve enterokoklarda anlamli bir degisiklik olmamistir (p=>0,05). Ne ikiz
bebekler de ne de ikiz olmayan bebeklerde diger filumlar altinda bulunan bakteri

cinslerinde anlamli bir degisiklik saptanmamuistir (p=>0,05).

4.5.2. Smif (Class) Seviyesinde OTU Analizi

Bebeklere ait 6rneklerde toplamda 54 sinif saptanmuistir. Bu siniflardan 24 tanesi
sadece mekonyumlarda (%44,4), 4 tanesi sadece direngli bakteri kolonizasyonu goriilen
rektal orneklerde (%7,41), 26 sinif (%48,1) her iki 6rnek grubunda da saptanmigtir. En
fazla bolluga sahip smiflar, Gammaproteobacteria (%40,99), Clostridia (%28,22),
Bacilli (%23,5), Bacteroidia (%2,7) ve Negativicutes (%2,36) olarak siralandi. Tim

orneklerde sadece Gammaproteobacteria tespit edilmistir (Sekil 4-10).
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Sekil 4-10: Simf diizeyinde 6rneklerde gézlemlenen goreceli bolluklarin ¢ubuk grafigi ve
en yiiksek orana sahip 30 taksonu ifade eden 1s1 haritasi. (Ust) Grafikte %1°den daha az
ifade edilen taksonlar “others” (toplamda %2,22) olarak nitelendirilmistir. (Alt) Is1 haritalarindan
orneklerin sahip olduklar1 sinif seviyesi taksonlarm yiizde degisimleri izlenebilmektedir. Oregin 6
numarali drnegin mekonyumunda Clostridia sinifi en baskin sinifken, direngli bakteri kolonizasyon ile
baskin sinif Gammaproteobacteria olarak degismistir.
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Mekonyumlarda, Clostridia (%49,30) ve Bacilli’nin (%19,35), rektal siiriintii
orneklerinde Gammaproteobacteria’nin (%62,13) baskin oldugu saptanmistir (Sekil 4-

11).
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Sekil 4-11: Simiflarin Ortalama (Sol) ve Ornek Gruplarinda (Sag) Bulunma Yiizdeleri

10 simifta da istatistiksel olarak anlamli farklar saptanmistir (Sekil 4-12).

Gammaproteobacteria hari¢ tim siniflarda azalma gorilmiistiir (Tablo 4-7).

Tablo 4-7: Mekonyum ornekleri (A) ve antibiyotik sonrasi alinan rektal siiriintii (B)

orneklerinde saptanan siniflarin yiizdesel goriilme dagihimlari.

Filumlar Simif A B p degeri Yorum
Pseudomonadota Gammaproteobacteria 19,86 62,12 0,00003 Anlamh Artis

Betaproteobacteria 1,65 0,24 0,00026 Anlamh Azalma
Alphaproteobacteria 0,21 0,028 0,00352 Anlamli Azalma
Actinomycetes Actinomycetes 0,82 0,038 0,00008 Anlamli Azalma
Actinomycetota Coriobacteriia 0,18 0,005 0,00123 Anlamli Azalma
Bacteroidota Bacteroidia 5,02 0,38 0,00071 Anlamli Azalma
Cyanobacteriota Cyanophyceae 0,07 0,0005 0,00152 Anlamli Azalma
Bacillota Clostridia 49,31 7,14 0,00004 Anlamli Azalma

Verrucomicrobia Verrucomicrobiae 0,02 0,0005 0,04232 Anlamli Azalma
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Sekil 4-12: Anlamh fark gosteren siniflarin goreceli bolluk yiizde grafikleri. istatistiksel olarak
anlamli farka sahip OTU’lar arasinda sadece Gammaproteobacteria smifi direngli koloni izlenen rektal
ornekte yiizdesel olarak artig goriilirken diger OTU’larda azalma gorildi. Clostridium spp. gibi
bagirsaklarda yiiksek oranda bulunan anaeroblar1 barindiran Clostridia sinifindaki azalma da dikkate

degerdir.

Mekonyum orneklerinde alfa biyogesitlilik Observed (p=0,00346) ve Shannon

indeksininde anlamli sekilde azaldigi (p=0,0343) goriilmiistir. InvSimpson metrikleri

arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,245) (Sekil 4-13).
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Sekil 4-13: Ornek gruplarimn simf bazinda alfa cesitliliklerinin karsilastirilmasi.

Siif seviyesi i¢in elde edilen 1s1 haritalarinda mekonyumlarda tespit edilen

smiflarin rektal siiriintii 6rneklerine gore farklilik saptanmustir. Culicoidibacteria,

Deferrisomatia, Desulfobulbia ve Ktedonobacteria gibi higbir mekonyum Orneginde

goriilmeyip sadece rektal siiriintiilerde kolonize olan siniflarin etkisi ile Grneklerin

biyogesitliliklerinde ve filogenetik uzakliklarinda degisim tespit edilmistir (Sekil 4-14).
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KRKP kolonizasyonunun ilk goriildiigii 5 numarali bebekte (Gen+Amp)
Negativicutes, Bacteroidia ve Clostridia mikrobiyotadan elenmistir. 6 numarali bebekte
(Gen+P) Clostridia (%94,79->%0,14) Gammaproteobacteria kaynakli (%1,52>%
99,49) baskilanmistir. Bu bebeklerin serviste kaldiklar siirece maruz kaldiklari sartlar
tam olarak birbiri ile esitlik gostermemis olsa da profilakside kullanilan antibiyotik
tipinin mikrobiyota yapisinda degisime neden oldugu tespit edilmistir.

Ikiz bebeklerden 10 numarali bebegin (TEC+CTX, V+MEM) mekonyumunda
Betaproteobacteria, Bacteroidia, Negativicutes ve Clostridia; 11 numarali bebekte
(TEC+CTX, TEC+MEM) Clostridia, Negativicutes ve Bacteroidia %1’den az orana
baskilandig1 tespit edilmistir. 10 numarali bebekte Betaproteobacteria’nin yiiksek
oranda baskilanmasi, ikiz kardesinden farkli olarak vankomisin tedavisinden

kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 4-14: (l"Jst) Mekonyum ve direngli bakteri kolonizasyonu goriilen rektal érneklerin
simif bazinda Bray-Curtis farklihigi 1s1 haritasi. (Alt) Bray-Curtis Farklihgi ve

Jaccard Uzakhg Temel Koordinat Analizi.



4.5.3. Aile (Familya) Seviyesinde OTU Analizi

Bebeklere ait orneklerde toplamda 310 aile saptanmistir. Bu ailelerden 126
tanesi (%40,6) sadece mekonyumlarda, 37 tanesi (%11,9) sadece rektal siiriintiilerde
saptanmustir. Enterobacteriaceae (%35,56) ve Enterococcaceae (%18,35) her iki grup
ortalamasi olarak en yiiksek oranda goriilen sinif olarak saptanmistir. Mekonyumlarda
en yiiksek oranda Lachnospiraceae (%23,38), rektal siiriintii Enterobacteriaceae
(%53,45) en bol gorildiigii saptanmistir. Anaerobik takson Lachnospiraceae
(%23,38>%2,90) mekonyumlarda, rektal siiriintiilerde ise Enterobacteriaceae
(%53,45) ve Enterococcaceae’nin (%25,56) en bol olduklar saptanmistir. Orneklerin
sahip olduklart mikrobiyota kompozisyonlarinin dagilimi Sekil 4-15 ve 4-16’da ifade
edilmistir. 56 ailenin yiizdesi anlaml1 farklilik saptanmistir (Tablo 4-8).
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Sekil 4-15: (Sol) Ailelerin tiim 6rneklerde ortalama bulunma yiizdesi, (Sag) Mekonyum ve
direncli koloni tespit edilen 6rnek gruplar1 ayristirilarak ailelerin bulunma

yiizdeleri.
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Family
Organisms (Family):

W owes Barlllota_velllonellaceae
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Sekil 4-16: (Ust) Mekonyum ve direncli bakteri kolonizasyonu gériilen érneklerin

ailelerin dagihmlari, (Alt) Orneklerin icerdigi baskin aileleri gosterir 1s1

haritasi ve filogenetik metrigi. %1°den daha az yogunluga sahip OTU’lar “others” basliginda

birlestirilmistir. Her iki grubun ortalamasina bakildiginda Enterobacteriaceae ve Enterococcaceae
ailelerinin baskin olduklari goriilmektedir. Omegin 6 numarali bebege ait mekonyum &rneginde
Bacillaceae ailesi baskin halde iken, direngli bakteri kolonizasyonu goriilen 6rnekte bu ailenin tabloda
ifade edilme yiizdesi olan %1’den daha az olacak sekilde baskilandigi, baskin ailenin

Enterobacteriaceaea oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4-8: Mekonyum oérnekleri (A) ve antibiyotik sonrasi alinan rektal siiriintii (B)

orneklerinde saptanan ailelerin yiizdesel goriilme dagilimlari.

Aile A B p degeri Yorum
Acidaminococcaceae 0,6138 0,0191 0,002200013 Anlamh azalma
Aeromonadaceae 0,012 0,0274 0,00159806 Anlamli artig

Pseudoalteromonadaceae 0,0014 0,0175 0,00109394 Anlaml artig
Psychromonadaceae 0,0008 0,0027 0,023184249 Anlaml artis
Shewanellaceae 0,0068 0,013 0,007991698 Anlaml artis
Colwelliaceae 0,0022 0,0051 0,010960575 Anlaml artig
Listeriaceae 0,0237 0,0538 0,036580351 Anlaml artig
Thermoactinomycetaceae 0,0162 0,0012 0,013020217 Anlamh azalma
Oxalobacteraceae 0,0474 0 0,009151689 Anlamh azalma
Sutterellaceae 0,2885 0,0118 0,001515739 Anlamh azalma
Comamonadaceae 0,2094 0,041 0,014353894 Anlamh azalma
Atopobiaceae 0,0204 0,0001 0,034610558 Anlamh azalma
Coriobacteriaceae 0,0586 0,0032 0,034101509 Anlamh azalma
Bacteroidaceae 0,9641 0,1314 0,0004685 Anlamh azalma
Odoribacteraceae 0,066 0,0005 0,005099322 Anlamh azalma
Porphyromonadaceae 0,5411 0,0004 0,021738681 Anlamh azalma
Prevotellaceae 1,4104 0,0241 0,000850677 Anlamh azalma
Rikenellaceae 0,0755 0,0024 0,006946698 Anlamh azalma
Tannerellaceae 1,8918 0,1341 0,010479751 Anlamh azalma
Bruguierivoracaceae 0,0276 0,1737 0,001039036 Anlaml artis
Budviciaceae 0,0104 0,0686 0,000029088 Anlaml artig
Enterobacteriaceae 17,6792 53,4482 0,000019727 Anlamli artis
Hafniaceae 0,0096 0,0575 0,002296914 Anlaml artig
Morganellaceae 0,0516 0,1802 0,000394821 Anlaml artig
Pectobacteriaceae 0,1248 0,4659 0,000014881 Anlamli artig
Thorselliaceae 0,0013 0,0034 0,002465499 Anlamli artig
Yersiniaceae 0,5525 5,7443 0,001197413 Anlaml artis
Erwiniaceae 0,6113 0,7123 0,008308411 Anlaml artis
Christensenellaceae 0,3522 0,0046 0,000653585 Anlamh azalma
Eubacteriaceae 5,008 0,191 0,000047684 Anlamh azalma
Eubacteriales Family X111 0,1752 0,0026 0,002655082 Anlamh azalma
Lachnospiraceae 23,3803 2,9023 0,000315247 Anlamh azalma
Oscillospiraceae 13,2117 0,7106 0,000027517 Anlamh azalma
Peptococcaceae 0,0346 0,0004 0,045020881 Anlamh azalma
Peptostreptococcaceae 1,4754 0,2397 0,002325058 Anlamh azalma
Vallitaleaceae 0,0039 0,0006 0,040920864 Anlamh azalma
Clostridiaceae 46792 2,9209 0,011898635 Anlamh azalma
Chromatiaceae 0,0132 0,0163 0,012807115 Anlamli artig
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Ectothiorhodospiraceae 0,001 0,0044 0,024463932 Anlaml artig
Corynebacteriaceae 0,2519 0,017 0,000429613 Anlamh azalma
Mycobacteriaceae 0,0174 0 0,036031686 Anlamh azalma
Eggerthellaceae 0,1174 0,0015 0,001329052 Anlamh azalma
Enterococcaceae 11,1454 25,5625 0,012079239 Anlamli artig
Lactobacillaceae 1,4299 0,8997 0,048440933 Anlamh azalma
Erysipelotrichaceae 0,0972 0,02 0,004932472 Anlamh azalma
Flavobacteriaceae 0,0737 0,0003 0,009090698 Anlamh azalma
Methylococcaceae 0,0104 0,0404 0,007724234 Anlaml artig
Microbacteriaceae 0,0839 0,0008 0,016315528 Anlamh azalma
Micrococcaceae 0,0711 0,0004 0,005822758 Anlamh azalma
Neisseriaceae 0,4757 0,0022 0,014266187 Anlamh azalma
Oceanospirillaceae 0,0053 0,0172 0,04633273 Anlamli artig
Orbaceae 0,0006 0,0053 0,001078475 Anlaml artig
Pasteurellaceae 0,0864 0,0166 0,017181396 Anlamh azalma
Streptococcaceae 3,2944 0,2217 0,003152847 Anlamh azalma
Akkermansiaceae 0,0251 0,0006 0,042315275 Anlamh azalma
Vibrionaceae 0,0383 0,0971 0,003512662 Anlaml artig

Rektal siirtintiilerde observed alfa gesitlilikte anlamli fark tespit edilmemistir
(p=0,52). Aksine, Shannon (p=0,00004) ve InvSimpson (p=0,00017) metriginde
istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edilmistir (Sekil 4-17). Mekonyumlar ile rektal
stirlintii 6rnekleri arasinda taksonlarda farklilik ve filogenetik olarak uzaklagsma tespit

edilmistir (Sekil 4-18).

Observed Shannon InvSimpson
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Sekil 4-17: Ornek gruplarinda aile seviyesinde alfa cesitlilik karsilastirilmasu.
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Sekil 4-18: (Ust) Mekonyum ve direncli bakteri kolonizasyonu goriilen rektal drneklerin aile
bazinda Bray-Curtis farklihg: 1s1 haritasi. (Alt) Bray-Curtis Farklilig: (sol) ve Jaccard
Uzakhg (sag) Temel Koordinat Analizi.

4.5.4. Tiir (Species) Bazinda OTU Analizi

20 bebege ait 6rneklerde toplamda 2594 tiir tespit edilmistir. Bunlardan 924
tanesi (%35,6) sadece mekonyumlarda, 574 tanesi (%22,1) sadece rektal siiriintiilerde
tespit edilmistir. En bol goriilen ilk on tiir Enterococcus spp., Klebsiella spp.,
Staphylococcus spp., Enterobacter spp., E. faecium, K. pneumoniae, Blautia spp.,
Faecalibacterium spp., E. faecalis, ve Clostridium spp. olarak tespit edilmistir.
Klebsiella ve Enterococcus rektal siiriintiilerde en fazla goriilen ilk iki tiir olurken;
mekonyum 6rneklerinde Klebsiella spp. ve Staphylococcus spp. en yiiksek iki tiir olarak

tespit edilmistir. Ornek gruplar1 arasindaki degisim oranlar1 karsilastirildiginda en
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yiiksek oradan degisim Staphylococcus spp.’de tespit edilmistir (azalma ydniinde)
(Sekil 4-19, 4-20).

Species Species
Enterococeus{ b [ p—-- —
Kiebsiella| —  —— —#:
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Enterococcus faecium{  HINIIE—— e
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Biautia{ —H— =
raecalibacterium{  HEH —
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Sekil 4-19: (Sol) Orneklerde en bol bulunan tiirlerin ortalama bulunma yiizdesi. (Sag)

Mekonyum ve rektal siiriintii 6rneklerinde tiirlerin bulunma yiizdeleri

40

ia3pp.

eburl
tia liquata

Sekil 4-20: Ornek bazinda en yiiksek goreceli bolluga sahip 30 tiire ait 151 haritasi ve

filogenetik uzakhk haritasi.

Bifidobacterium spp.’nin mekonyumlarda goriilen oranina (%0,005) gore rektal
stiriintiilerde (%0,0128) goriilme ylizdesi artmis olsa da bu artisin istatistiksel olarak
anlam ifade etmedigi tespit edilmistir (p>0,05). Akkermansia spp.’de rektal siiriintiilerde
istatistiksel ~ olarak  anlamli  (p=0,042315275) azalma  tespit  edilmistir
(%0,0236—>%0,0006). Blautia spp.’de de rektal siiriintiilerde istatistiksel olarak anlamli
(p=0,00051427) azalma tespit edilmistir (%6,8737>%1,0573).
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Mekonyumlarda goriilen 924 tiir rektal siiriintiilerde tespit edilmemistir. 574
tiirde sadece direncli koloni izlenen 6rneklerin mikrobiyotalarinda goriilmiistiir. Ayrica,
filogenetik uzakliklarda artig da gorilmistiir (Sekil 4-21).
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Sekil 4-21: (Ust) Mekonyum ve direncli bakteri kolonizasyonu goriilen rektal érneklerin tiir

bazinda Bray-Curtis farklihg 1s1 haritasi. (Alt) Bray-Curtis Farkhhg ve Jaccard
Uzakhg@ Temel Koordinat Analizi.

Tiir seviyesinde ifade edilen OTU miktarlar1 arasinda diger tiim iist taksonlarda
oldugu gibi azalma goriilse de istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p=0,295).
Shannon (p=0,00024) ve InvSimpson (p=0,00013) metriginde istatistiksel olarak
anlamli azalma oldugu gorildi. Goriillen farkin bakteri miktarlarindan olmasi
beklenebilir. Bu veriler, iki 6rnek grubundaki ayni bakterilerdeki miktar degisikligini
gostermektedir (Sekil 4-22).



77

Observed Shannon InvSimpson
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Sekil 4-22: Ornek gruplarinda tiir seviyesinde alfa cesitlilik karsilastiriimasi.

4.5.4.1. ikiz Bebeklerde Biyocesitlilik Analizi
Ikiz bebeklerde observed biyogesitlilikte anlamli azalma goriilmemistir (p>0,5).
Ancak Shannon ve InvSimpson metriklerinde istatistiksel olarak anlamli azalma
gozlemlenmistir (sirasiyla, p=0,00305 ve p=0,0115). Beta biyogesitlilikte de
varyanslarda biiylik degisimler tespit edilmemistir (Sekil 4-23).
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Sekil 4-23: (Sol) ikiz bebeklerin tiir seviyesinde alfa biyogesitlilik grafikleri, (Orta) Bray-
Curtis Farklih@: ve (Sag) Jaccard Uzakhg Temel Koordinat Analizi.
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4.5.4.2. ikiz Olmayan Bebeklerde Biyogesitlilik Analizi
Tekiz bebeklerde observed biyogesitlilikte anlamli fark goriilmemistir (p>0,5).
Ancak Shannon ve InvSimpson metriklerinde istatistikse olarak anlamli azalma tespit
edilmistir (sirastyla, p=0,02211 ve p=0,01469). Beta biyogesitlilikte de ikiz bebeklerde
oldugu gibi varyanslarda biiyiik degisimler tespit edilmemistir (Sekil 4-24).
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Sekil 4-24: (Sol) Tekiz bebeklerin tiir seviyesinde alfa biyocesitlilik grafikleri, (Orta) Bray-
Curtis Farklihig: ve (Sag) Jaccard Uzakhg Temel Koordinat Analizi.



5. TARTISMA

Son yillarda insan bagirsak mikrobiyotasini insan sagligi ile iliskilendiren birgok
calisma sonuglart bildirilmistir (17, 23, 36). Dogum sonrasi bagirsaklar, kismen aerop
ya da mikroaerofil ortamindan dolay1 fakiiltatif anaerop bakteriler ile kolonize olur. Bu
bakteriler ortamda bulunan oksijeni kullanarak anaerop bakteriler i¢in uygun ortami
yaratir. Daha sonra yiyeceklerle (anne siiti veya bebek mamasi) bu birlesim
degisikliklere ugrar ve Bifidobacterium spp., Bacteroides spp. ve Clostridium spp. gibi
fakiiltatif anaeroplar baskin hale gelir. Pseudomonadota ve Enterobacteriaceae iiyesi
bakterilerde ilk diisiis gerceklesirken Bacteroidota ve Bifidobakterilerde artis meydana
gelmektedir. Yenidogan mikrobiyotast 2-4 yillik siire icinde erigkin mikrobiyotasi
formunu kazanarak Bacillota ve Bacteroidota baskin hale gelir. Onlar1 Actinomycetota,
Pseudomonadota ve Verrucomicrobiota takip eder. Yenidogan mikrobiyotast dogum
seklinden etkilenmektedir. Ornegin, normal yolla dogan bebeklerde Lactobacillus spp.
ve Prevotella spp. gibi vajinal cinsler baskinken, sezaryen yolla dogan bebeklerde
Cutibacterium, Corynebacterium, Staphylococcus, C. difficile, Streptococcus spp. gibi
cilt ve gevre mikrobiyotasinda bulunan cinsler baskin olup, Bifidobacterium spp. ve
Bacteroides spp. sayisinda da azalma meydana gelir (131).

Cesitli nedenlerle mikrobiyotada meydana gelen disbiyoz bagirsak hastaliklar
ve yasamin ilerleyen donemlerindeki hastaliklara zemin olusturabilir. Genis spektrumlu
antibiyotikler bagirsak mikrobiyota ¢esitliligini azaltir ve patojenleri 6ldiirmenin yani
sira yararli mikroplart yok ederek disbiyoza neden olabilir (132). Hastanede yatan
bebeklerde profilaksi ve tedavi amaciyla kullanilan antibiyotikler ile gelisim agamasinda
olan bagirsak mikrobiyotasinin dengesi ve ¢esitliligi bozulabilir. Bu kosullar, antisepsi
kurallarma uymayan saglik c¢alisanlarin elleriyle baska bebeklerden veya cevre
yiizeylerde bulunan VRE ve KRKP gibi CID patojenlerin bebeklerin bagirsaginda
kolonize olmalarin1 kolaylastirir. Bu patojenler yenidoganlar gibi mikrobiyota yoniinden
zay1f bireylerin bulundugu alanlarda hizli bir sekilde yayilim gostererek oliimlerine
neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda yeni dogan Oliimlerinin %35’inden bu
enfeksiyonlarin sorumlu oldugu gosterilmistir (133,134). Amerikan Hastalik Koruma ve
Onleme Merkezi (CDC)’in &nerisi (135) iizerine Istanbul Tip Fakiiltesi, hastane
enfeksiyonu kontrol komitesi tarafindan bu iki etkenin hastanede yatan hastalara ait

rektal siiriintii 6rneklerinde taramasi periyodik olarak haftada bir kez yapilmaktadir.



Hastane enfeksiyonu iizerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogu bu iki patojenin prevalansi ya da
tedavisi tizerine yogunlasmistir (136,137).

Bu ¢alismada mekonyum (A) ve bu iki etkenin birlikte goriildiigii rektal siirtintii
(B) orneklerinde mikrobiyotanin gesitliligi arastirtlmistir. Calismamizda, Yenidogan
Yogun Bakim Unitesi’nde yatan 1500 gr’dan diisiik dogum agirligina sahip, 32 haftalik
ve daha erken diinyaya gelen 20 bebegin A ornekleri ile ¢esitli profilaksi ve tedaviden
sonraki ilk B 6rnekleri (KRKP ve VRE izole edilen) olmak {izere toplam 40 6rnegin
16S rRNA’nin V1-V9 boélgeleri dizilenerek metagenomik analizi yapilmistir. Bebeklere,
serviste kalig siirelerinde olasi sepsiste mortaliteyi azaltmak i¢in immiinomodiilator
olarak fosfodiesteraz inhibit6rii olan pentoksifil kullanilmistir (138).

Calismamiz bu konuda Tiirkiye’de yapilan ilk calisma 6zelligini tasimaktadir.
Tez ¢alismamizda, gDNA izolasyonu i¢in Zymo BIOMICS DNA Miniprep izolasyon
kiti kullanilmistir. gDNA miktar1 mekonyumlar (200 mg) i¢in ortalama 53,39 pg/mL,
VRE ve KRKP goriilen rektal 6rneklerde (200 mg) 58,14 pug/mL olarak elde edilmistir.
Calismamizda, Ornek sayist agisindan daha o©nce mekonyumlarin arastirildig
caligmalara (139,140) gore diisiik sayida 6rnek kullanilmis olsa da ¢aligmaya dahil
edilen 20 mekonyum 6rneginden de yeterli bakteriyel gDNA izole edilmistir.

Mekonyum Orneklerinde mikrobiyota analiz i¢in farkli metotlar, sistemler ve
primerlerin kullanildig1 birgok ¢alisma mevcuttur. Hansen ve ark. (140) 37-40.
Haftalarda diinyaya gelen 15 bebege ait mekonyumlarin mikrobiyota analizi i¢in
Floresan In situ Hibridizasyon teknigi ile 16S rRNA hedefli problar kullandiklari
calismada, mekonyum orneklerinde 2/3 oraninda tespit edilebilir bakteri oldugunu
gostermiglerdir. Ancak yine de elde ettikleri hiicre sayisi cesitlilik analizine izin
vermeyecek kadar diisiik oldugundan metodun uygulanabilir olmadigin1 gostermislerdir.

Dos Santos ve ark. (141) qPCR’da cpn 60 sekansimi hedef alan primerler
kullanarak mekonyum igindeki bakteriyel gDNA varligini ve miktarini 6lgmeyi
hedefleyen ve dogrulama yontemi olarak Pulsed Filed Jel Elektroforezi kullandiklari
calismada diskilarda mekonyumlara gore onemli Olglide daha yiiksek bakteri yiikii
oldugunu gostermislerdir. Kiiltiirlerde de en sik S. epidermidis, E. faecalis ve E. coli
tespit etmislerdir.

Mikrobiyota analizinde 16S rRNA bolgesinin dizilenmesi en sik kullanilan
yontemdir (94). Yaklasik 1500 bp uzunluga sahip bu gDNA bolgesi kendi i¢inde 9 hiper

degisken bolge ve bunlarin arasinda yerlesik korunmus bélgelerden olusmaktadir (143).



Farkli degisken bolgeleri hedefleyen primerlerin kullanilmasi, farkli seviye ve kesinlikte
sonuglarin elde edilmesine olanak saglamaktadir. Farkli degisken bolgeler i¢in bazi
filumlarda taksonomik ¢Oziiniirlik farkli goriindiigiinden, biyoinformatik analizlerde
kullanilan veri tabanlarinda yer alan data kaynakli karisikliklar sonuglart etkilemektedir
(144). Ayrica kullanilan dizileme sistemlerine gore de elde edilen dizi skorlar1 farklilik
gosterir. Literatiir taramizda, MiSeq gibi ikinci nesil, (143), Oxford Nanopore MinlON
(145) ve PacBIOs Sequel (146) gibi tigiincii nesil dizileme teknolojilerinde V1-V3 (147)
ve V3-V4/V5 (148) hiper degisken bolgelerin dizilenmesi en sik kullanilan yontemler
olarak karsimiza ¢ikmistir.

Lopez-Aladid ve ark. (148) ayni1 6rnegin 16S rRNA’sinda farkli hiper degisken
bolge dizilenerek verimlilikleri karsilastirdiklar: ¢ok merkezli calismada, alfa ¢esitlilikte
V7-V9 skorunun V1-V2, V3-V4 ve V5-V7 bolgelerinden elde edilen skorlara gore
onemli Ol¢lide yiiksek oldugunu, V3-V4 ve V5-V7 skorlar ile diger bolge skorlar
arasinda da onemli farkliliklar oldugu bildirmislerdir. Calismamizda, {i¢iincii nesil cihaz
olan MinlION cihaz ile total (V1-V9) 16S rRNA zincirini dizilemek i¢in 27F-1429R
primerlerini kullanilmigtir. 16S rRNA dizi zincilerini tek zincir halinde elde edilmistir.
Toplamda, 1418944 okuma ve 1,4 Gbp baz elde edilmistir. N50 degeri 1442 kb, 6rnek
basina ortalama okuma sayis1 34608 olarak belirlenmistir. Ortalama DNA zincir
uzunlugu 1004 bp olarak tespit edilmistir. Cihazdan toplanan dizilerin kalitesi, filumdan
baslayarak tiir seviyesinde kadar OTU’larin ayristirilabilmesine imkan vermistir. Tiir
bazinda 2594 takson tanimlanmistir. A ve B 6rnekleri arasinda alfa gesitlilikte anlaml
farklar tespit edilmistir (A’da daha yiiksek alfa cesitlilik orani izlenmistir.). Beta
cesitlilikte de bireyler arasinda %95°lik giiven aralifinda 6rnek gruplari arasinda yiiksek
varyans degisikligi goriilmemistir. Filumdan baslayarak asagiya dogru inen tiim
taksonlarda A ve B 6rnekleri arasinda anlamli farkliliklar gordiik. Anaerobik filumlarin
fakdiltatif filumlarin ortaya ¢ikmasi ile baskilandiklarini gérdiik. En alt takson olan tiir
seviyesinde 385 tiir A ile B oOrnekleri arasinda anlamli farkliliklar gosterdigi tespit
edilmistir.

Calismamizda 10°u ikiz (¢ift yumurta) olmak iizere toplam 20 bebekten alinan A
orneginde toplam 25 filum saptanmig ve bunlardan 12’si antibiyotik sonrasi
VRE+KRKP iceren B oOrneklerinde goriilmemistir. Profilaksi ve tedavide kullanilan
antibiyotiklerin etki spektumu 3 grupta incelenmistir. Birinci grupta bulunan 7 filum

(Bacillota, Pseudomonadota, Bacteroidota, = Actinomycetota,  Fusobacteriota,



Spirochaetota ve Campylobacterota) bebeklere uygulanan antibiyotiklerin etki
spektrumunda olan insan patojeni igeren filumlardir. Ikinci grupta bulunan 6 filum
(Chloroflexota, Cyanobacteriota, Deinococcota, Gemmatimonadota, Myxococcota ve
Verrucomicrobiota) bebeklere uygulanan antibiyotiklerin etki spektrumunda olan ve
insanlarda hastalik yapmasi kamitlanmayan filumlardir. Ugiincii grupta 12 filum
(Thermodesulfobacteriota, Candidatus Melainabacteria, Thermotogota, Aquificota,
Bdellovibrionota, Chrysiogenota, Rhodothermota, Candidatus Thermoplasmatota,
Lentisphaerota, Nitrospinota, Nitrospirota ve Thermomicrobiota) bebeklerde kullanilan
antibiyotiklerin etkisi bu filumlarda arastirilmamistir. Birinci grupta, B 6rneklerindeki
filumlarin yiizdesel goriilmeleri A orneklerine gore karsilastirildiginda ti¢ filumda
(Bacillota, Bacteroidota, Actinomycetota) anlamli azalma, Pseudomonadota’da anlaml
artig; ikinci grupta, iki filumda azalma (Cyanobacteriota ve Verrucomicrobiota); ligtincii
grupta ise iki filumda (Thermodesulfobacteriota ve Candidatus Melainabacteria) azalma
goriiliirken, {i¢c grupta toplam 17 filumda anlamli degisiklik saptanmamustir. Ikiz ve ikiz
olmayan bebeklerde Bacillota ve Pseudomonadota A ve B 6rneklerinin tamaminda (40
ornek) goriilmistir. Bu iki filumun ikiz ve ikiz olmayan bebeklerin B 6rneklerdeki
yiizdesel goriilmesi incelendiginde A’ya gore aymi sekilde, birinci filum Bacillota’da
anlamli azalma (sirastyla, p=0,00195 ve p=0,0032) ve ikinci filum Pseudomonadota’da
anlamli bir artis (swrasiyla, p=0,00195 ve p=0,00195) saptanmistir. Bacillota,
stafilokoklar, streptokoklar, enterokoklar ve diger gram pozitif sporlu anaerop
(Clostridia spp. gibi) veya aerop (Bacillus spp. gibi) bakterileri kapsamaktadir. ikiz
bebeklerde, streptokok ve enterokok cinslerinin yiizdesel goriilmeleri B 6rneklerinde
sirastyla, %0,2825 ve %23,0507 ve A orneklerinde sirasiyla, %3,7553 ve %9,047,
dolaysiyla streptokoklarda anlamli azalma (p=0,31773) ve enterokoklarda da anlamli
artis (p=0,26292) goriilmiistiir. Diger bakterilerde (Clostridium, Staphylococcus)
anlaml farkin olmadig1 belirlenmistir. Streptokok cinsinde goriilen azalma muhtemelen
profilaksi ve tedavide kullanilan P, AMP, V, TEC gibi antibiyotiklere bagli olabilir.
Enterokok cinsi bakteriler safra, yiiksek tuz oranm1 ve sicaklifa streptokok cinsi
bakterilere gore daha dayaniklidir. Bunun yani sira enterokoklar, sefalosporinlere ve
aminoglikozitlere tolerans gostermektedirler. Yapilan c¢aligmalarda beta-laktam’in
minimal inhibitér konsantrasyonu (MIK) enterokoklarda streptokoklara gore daha

yiiksektir.  Dolayisiyla enterokok enfeksiyonun tedavisinde bakterisit etkiyi



gergceklestirmek igin beta-laktam ile aminoglikozit kombinasyonu veya V’nin
kullanilmasi onerilmektedir (149,150).

Bu caligmaya dahil olan 20 bebekten sadece 5’inde V kullanilmistir.
Staphylococcus spp. ve Streptococcus spp.’nin V etkisi ile baskilanmasi muhtemelen
Enterococcus spp.’nin ¢ogalmasi i¢in daha kolay bir ortam olusturmasina ve sayisinin
artmasina neden olabilir. Clark ve ark. (151) ¢ocuk yogun bakim servisinde yatan
bebeklere uygulan profilaktik antibiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasinin c¢esitligini
etkiledigini bildirmistir. Gasparrini ve ark. (152) antibiyotik alan bebeklerde
Bifidobacterium spp. ve Bacteroidota yogunlugu azalirken enterokoklari daha baskin
olarak bildirmiglerdir. Calismamizda Bifidobacterium spp.’de B o&rneklerinde A’ya
oranla istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir. Ayrica
Bacteroidota’da diisiis olurken enterokoklarda bir artis olmustur. Fouhy ve ark. (153) 4-
8 hafta GEN+AMP tedavi uygulanan yenidogan bebeklerde Pseudomonadota’da artis,
Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp.’de diisiis meydana geldigini bildirmistir.
Calismamizda, 8 no’lu bebegin disinda 18 bebekte GEN+AMP ve 6 no’lu bebekte
GEN+AMP yerine {ii¢ giinlik P profilaktik tedavi sonrasi benzer sekilde
Pseudomonadota’da anlamli bir artis ger¢eklesmistir. Pseudomonadota, tiim enterik
bakteriler, non-fermentatif tiirlerin ¢ogu gii¢ tireyen Gram negatif kokobasil ve koklari
kapsamaktadir (60). Dolaysiyla, daha kompleks hiicre duvarina sahip olan
Pseudomonadota’daki bakteriler Gram pozitif bakterileri igeren Bacillota’daki
bakterilere gore antibiyotiklere karsi daha direnglidir. B Orneklerinde saptanan
Pseudomonadota’nin olasi artis nedenleri; 1. Bagirsakta bulunan enterik bakterilerin
Bacillota’ya oranla bu filumda toplanmasi, 2. B oOrneklerinde KRKP bakterilerin
bulunmasi ve bu bakterilerin plazmidleri {izerine tasinan karbepenem diren¢ genlerinin
bebeklerine uzun yatis (25-96 giin) nedeni ile bagirsakta bulunan diger enterik
bakterilere gecmesi veya uygulanan CTX/MEM antibiyotiklere karsi direng
gelismesidir  (154). Bacteroidota’da  Porphyromonas spp., Prevotella  spp.,
Flavobacterium spp., Sphingobacterium spp. ve bagh diger non-fermentatif gram
negatif basiller bulunmaktadir (60).

Pérez-Cobas ve ark. (155) bakteriyostatik veya bakterisit etkili antibiyotiklerin
mikrobiyotay1 farkli sekillerde etkilediklerini bildirmislerdir. Ornegin bakteriyostatik
antibiyotikler Gram negatif bakterilerin liposakkarit tabakasinin sentezinde katkisi olan

genlerin ifadesini artirarak Gram negatifleri; bakterisit antibiyotikler ise endosporun



olusumunda rol oynayan genlerin sayisini artirarak Gram pozitif bakterilerin sayisini
arttirmaktadir. Calismamizda, Bacteroidota’da bulunan Prevotella, Bacteroides,
Porphyromonas ve Flavobacterium spp.’de B 6rneklerindeki yiizdesel goriilmesinde
A’ye gore ne ikizlerde (sirasiyla, p=0,5233, p=0,343, p=1, p=1) ne de ikiz olmayan
bebeklerde (sirastyla, p=0,5938, p=0,2366, p=1, p=1) bir degiklik goriillmemistir. Klinik
onemi olan Actinomycetota’da Actinomycetes, Nocardia ve Corynebacterium gibi aerop
Gram pozitif pozitif gomaklar bulunmaktadir (60). Calismamizda, Actinomycetes (p=1)
ve Nocardia’da (p=1) anlamli fark goriilmese de Corynebacterium’da VRE+KRKP
goriilen rektal siiriintiilerde anlamli sekilde azalma tespit edilmistir (p=0,00042).

Dardas ve ark. (156) AMP+GEN tedavisinden sonra Bacteroidota’da artis
oldugunu ve bu baskinligin 30 giine kadar devam ettigini bildirmistir. Benzer sekilde,
Zwittink ve ark. (157) 5 giinden fazla amoksisilin-GEN uygulamasinin Bacteriodota ‘da
artisina neden oldugunu, bu artisin da Bifidobacterium spp. baskilanmasi kaynakli
oldugunu bildirilmistir. Lu ve ark. (158) yaptigi ¢alismada beta-laktam antibiyotik
tedavisi goren erken dogan (37 haftat6 giinden 6nce) bebeklerde Bacteroidota’da
anlamli azalma, Enterococcus spp.’de ise anlamli artis bildirilmistir. Korpela ve ark.
(139) 1500 gr’dan diisiik dogum agirligina sahip 45 erken dogan bebegin mekonyumlari
tizerinde yaptiklar1 mikrobiyota analizinde, GEN’nin Enterococcus spp. ve
Bifidobacterium spp.’yi baskiladigi ve alfa gesitlilikte azalmaya neden oldugunu
gostermistir. Drell ve ark. (139) 1200 gr’dan diisiik dogum agirligina sahip 50 bebegin
mekonyumlarinda, AMP+GEN kullanimmin alfa cesitlilik skorunun arttigini;
Staphylococcus spp. ve Enterobacteriaceae’de artisina, Bifidobacterium ve
Lactobacillus gibi probiyotik tiirlerde de azalmaya neden oldugunu gostermislerdir.
Calismamiz sonucunda, c¢alismalarla uyumlu sekilde Bacillota ve Bacteroidota’da
anlamli sekilde azalma goriiliirken, Pseudomonadota’nin baskin olarak bulundugu tespit
edilmistir.

Calismamizda, Actinomycetota’da ikiz ve ikiz olmayanlar bebeklerde anlamli
azalma goriilmemistir (sirasiyla, p=0,414519 ve p=0,058024). Wandro ve ark. (159) 32
erken dogan bebekten toplanan toplam 77 rektal 6rnekte AMP+GEN uygulamasi ile
Actinomycetota iiyesi Bifidobacterium’un tamamen mikrobiyotadan elendigini
gostermislerdir. Bifidobacterium cinsi, fermentasyon ile asetat ve laktat iiretir. Ayrica
anne siitinde bulunan ve bebek tarafindan sindirimi miimkiin olmayan sekerlerin

sindirimini saglayarak fizyolojik gelisime katki saglar. Anne siitii alinmasi siliresince


https://doi.org/10.1186/s40168-017-0268-4Çalışmamızda,Bacteroidota

sayilar1 artis gostererek baskin taksonlardan biri haline gelirler (160). Calismamizda
dahil edilen bebeklerin serviste kaldiklar1 siire boyunca anne siitii ile beslendiler. Her ne
kadar K vitamini destegi verilmis olsa da bebeklerde Bifidobacterium spp.’de dnemli
bolluk artis1 goriilmedi. Fizyolojik gelisime direkt olarak etki eden bir diger cins
Eggrethella spp. sekerleri fermente ederek NK hiicreleri stimiile eden s-equol
sentezleyerek antikarsinojenik mekanizmaya katki saglar (161). Calismamizda,
Eggrethella spp.’nin bollugunda B grubu orneklerde 6nemli derecede azalma
saptanmustir (p=0,00909).

Fusobacteriota, Gram negatif anaerop sporsuz ¢omak bakterileri igermektedir.
Septisemiye neden olan genis bir insan enfeksiyonlar1 yelpazesinde rol oynadigi uzun
zamandir bilinmektedir ve yakin zamanda intra-amniyotik enfeksiyonlar, erken dogum
ve tropikal tlserlerdeki 6nemi rapor edilmistir (162). Bu filumun tespit edildigi A
grubundan dort 6rnekte (%0,0285) ve B grubundan bir 6rnekte (%0), ayrica ikiz ve ikiz
olmayan bebeklerde anlamli bir degisiklik saptanmamustir (sirasiyla, p=0,105645,
p=0,100348, p=0,201242). Spirochaetota’nin tespit edildigi A grubundan bes
(%0,0033) ve B gurbundan bir (%0,0001) ornekte, ayrica ikiz ve ikiz olmayan
bebeklerde anlamli bir degisiklik saptanmamistir (sirasiyla, p=0,059058, p=0,100348,
p=0,201242). Campylobacterota, Gram negatif virgiil seklinde bakterileri igermektedir.
Campylobacter ve Helicobacter cinsleri bu filuma dahildir. Bu filum, 2021 yilina kadar
Pseudomonadota igersinde yer almaktaydi (163). Bu filumun goriildiigii A grubundan
bes (%0,0067) ve B grubundan bir 6rnekte (%0,0041), ayrica ikiz ve ikiz olmayan
bebeklerde anlamli bir degisiklik saptanmamistir (sirasiyla, p= 0,352542, p=0,100348,
p=0,674986). Dolaysiyla c¢alismamizda birinci grupta olan Fusobacteriota,
Campylobacterota ve Spirochaetota’da anlamli bir degisiklik saptanmamustir.

Jethwani ve Grover (164) 2019°da saglikli kislerin bagirsak mikrobiyotasinda en
baskin filumlari; Bacteroidota, Bacillota, Pseudomonadota, Fusobacteriota,
Mycoplasmatota (eski adi: Tenericutes), Actinomycetota ve Verrucomicrobiota seklinde
siralamig ve bunlarin total mikrobiyotanin %90’nin1 olusturdugunu bildirmislerdir.
Calismamizda mekonyumda belirlenen 25 filum ile benzerlik gosterse bile
siralamalarda biraz farklilik saptanmistir. Caligmamizda tespit ettigimiz filumlarin
siralamasi; Bacillota, Pseudomonadota, Bacteroidota, Actinomycetota, Cyanobacteriota,
Thermotogota, Fusobacteriota, Thermodesulfobacteriota, Verrucomicrobiota ve diger

16 filum daha diisiik yiizde ile goriilmistiir. Bunun nedeni ise ¢alismamizda yetiskin



rektal ornek yerine diisilk agirlikli bebek mekonyumun kullanilmasi ¢ilinkii insan
bagirsak mikrobiyotasinin tamamlanmasi 3-4 yasina kadar devam etmesidir (17).
Bickhed ve ark. (49) 1 yasindaki Isvecli bebeklerin rektal orneklerini metagenomik
analiz ile incelemislerdir. Bacillota ve Bacteroidota’ytr en baskin, daha sonra
Actinomycetota ve Pseudomonadota baskinligini gérmiislerdir. Ayrica alfa g¢esitliligin
azaldigim1i ve beta c¢esitlilikte varyans artis1 bildirmislerdir. Bu calisma verileri
bebeklerin yasi ¢alismamiza dahil edilen bebeklerin yas (<32 hafta) grubuna daha yakin
olmasi nedeniyle ¢alismamizla daha uyumlu bulunmustur.

Dogum sirasinda Vverilen antibiyotiklerde bir haftalik bebek mikrobiyotasinin
kompozisyonun etkilemektedir. Bu etki {i¢ arastirma grubu tarafindan arastirilmistir.
Aloisio ve ark. (165) Actinomycetota ve Bacteroidota oraninin diistiigiinii, Azad ve ark.
(52) 3 aylik bebeklerde Bacteroidota oraninin distiigiini, Enterococcus spp. ve
Clostridium spp. oranmin arttigini, Mazzola ve ark. (166) ise Enterobacteriaceae
oraninin ylikseldigini bildirmislerdir. Calismamizda ikinci grup olarak siniflandirilan A
ve B orneklerinden saptanan ve simdilik insan hastaliklar ile ilgisi olmayip sadece
bagirsak mikrobiyotasi ve deniz, okyanus gibi su kaynaklart ile iligkili 6 filum
bulunmusgtur. Bu filumlar; filament6z seklinde Gram pozitif ve Gram negatif, aerop ve
anaerop bakterileri bulundurur (167). Bu filum, 20 bebekte A ve B’de ikiser 6rnekte
goriliip ylizdesel goriilmesi A grubunda %0,0009 ve B grubunda %0,0004 olarak tespit
edilmistir. Ayrica ikiz ve ikiz olmayan bebeklerde anlamli bir degisiklik gdstermedigi
saptanmustir (sirasiyla, p=0,422678, p=0,100348, p=0,201242).

Cyanobacteriota, Gram negatif uzun filament6z ¢omak seklinde olup mavi-yesil
algler olarak bilinse de alg olarak siniflandirilmamigtir. Bu filum, insan mikrobiyotas,
g0l ve temiz su ylizeylende agmis cicek gibi koloniler halinde iireyip suya yesil renk
verir. Ayrica yer yiiziinde oksijen iireten ilk mikroorganizma olarak bilinmektedir (168).

Cyanobacteriota, A grubundan 13 &rnekte (ort: %0,0655) ve B grubundan 3
ornekte (ort: %0,0005) tespit edilmistir. Yiizdesel goriilmeleri anlamli bir azalma
saptanmistir (p=0,001511). Ancak ikiz ve ikiz olmayan bebeklerde anlamli bir azalma
goriilmemistir. Deinococcota Gram pozitif ve Gram negatifleri igermektedir (169). Bu
filum A grubunda 4 o6rnekte goriilmistiir (ort: %0,0053). B grubunda higbir 6rnekte
goriilmemistir. Ayrica ikiz ve ikiz olmayan bebekler de anlamli bir degisiklik

saptanmamustir (sirasiyla, p=0,100348, p=0,181449).



Gemmatimonadota, Gram negatif olup aerop ve ancrop kosullarda iireyebilen,
camur, organik tarim topragi ve gol yiizeyi suyundan yapilan kiiltiirlerden izole
edilmistir (170). Bu filum, A grubu orneklerden sadece bir ornekte tespit edilmis
(%0,0002) olup, B grubunda herhangi bir ornekte tespit edilmemistir. Ayrica ikiz ve
ikiz olmayan bebeklerde de anlamli degisiklik saptanmamustir (sirasiyla, p=1,
p=0,100348).

Myxococcota, A grubundan iki ornekte (ort: %0,019) saptanmis olup B grubu
orneklerde tespit edilmemistir. Ayrica ikiz ve ikiz olmayan bebeklerde de anlamli bir
degisiklik  saptanmamistir  (sirasiyla, p=0,371093, p=0,100348, p=0,181449).
Verrucomicrobiota, A grubundan yedi ornekte ve B grubundan ii¢ oOrnekte tespit
edilmistir. B grubu 6rneklerde (ort: %0,0006) A grubu 6rneklere gére (ort: %0,0246)
anlamli bir azalma bulunmustur (p=0,02439). Ancak ikiz ve ikiz olmayan bebeklerde
anlamli bir degisiklik saptanmamistir (sirasiyla, p=0,100348, p=0,280712). Kisaca
ikinci grupta bulunan 7 filumdan sadece Cyanobacteriota ve Verrucomicrobiota’da
anlaml1 bir azalma oldu. Diger bes filumda anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir. Bu
filumlarin bazi cinsleri insan saghgiyla ilgili énemli bakteri icermektedir. Ornegin,
Verrucomicrobiota’da bulunan zorunlu anaerop Akkermansia muciniphila bagirsak
mukozasinda bulunan musini pargalayarak karbon ve azot kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Bu fonksiyonu bagirsak epiteline yakin mesafede bulunan mukus
tabakasindaki besinlerden etkilenir. Yapilan c¢aligmalarda bir yasindaki bebegin
bagirsaginda goriilmeye basladig1 ve yetiskin olana kadar sayisinin artarak devam ettigi
gosterilmistir. Bu bakterinin azalmasi obezite, tip 1 ve 2 diyabet, karaciger yaglanmasi,
kolon kanseri gibi bazi kanser tiirlerin goriilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle bu
hastaliklarin tedavisinde faydali bir mikrobiyota kullanilmasi miimkiindiir. Ancak
tedavide bu bakterinin pastorize ederek 6ldiiriilmesinin canli bakteriden daha iyi sonug
verdigi bildirilmektedir (171,172). Dolaysiyla bu gibi bebeklerin takibi gerekirse
zamaninda bu bakteriye probiotik olarak kullanilmasi onlari bir¢cok hastaliga karsi
koruyabilir.

Stewart ve ark. (173) dogumdan sonra yenidogan yogun bakim servisinde tedavi
gbren 29 bebegin mekonyum O6rnegi ile bu bebeklerden taburcu olduktan sonra rektal
ornekler alarak mikrobiyota profillerini karsilastirmistir. Tedavi siiresince K. oxytoca ve

E. faecalis’te azalma, Akkermensia spp., Blautia spp. ve Bacteroides spp.’de artis



goriilse de yogun bakimda kalma siiresince kullanilan antibiyotiklerin anlamli sekilde
farklilik olusturmadigini géstermislerdir.

Bergsten ve ark. (169) 2022’de Bazaltik Izlanda'daki Surtsey adasindan
topladiklar1 sondaj sivilari, sondaj karotlari ve fumarol drneklerinin 16S rRNA geni
dizilemesi kullarak yaptiklari mikrobiyota tespiti ¢aligmasinda, bu o6rneklerden %40
Bacillota, %31,7 Pseudomonadota, %22 Actinomycetota, %4,1 Bacteroidota ve %2
Deinococcota’yr tespit etmislerdir. Calismamizda, ti¢iincii grup altinda toplanan 12
filumun 10 tanesinde B oOrneklerinde A Orneklerine gore anlamli bir azalma
goriilmemistir. Diger  iki filum Thermodesulfobacteriota, Candidatus
Melainabacteria’da anlamli  bir azalma saptanmistir (sirasiyla, p=0,0366713,
p=0,0222541). Alinan 20 mekonyum yiizdesel goriilmesi ise; 9 Ornekte
Thermodesulfobacteriota %0,0277 ve 7 6rnekte Candidatus Melainabacteria %0,0173
olarak belirlenmistir. Antibiyotiklerin bu filumlar {izerinde olan etkisi yeterince kaynak
bulunmamaktadir.

Kasai ve ark. (174) Bacillota/Bacteroidota orani artmasmin obeziteye yol
acabilecegini ileri siirmiistiir. Thuny ve ark. (175) endokardit tedavisi i¢in hastalara
verilen V ve GEN hastalarin siirekli kilo almasina neden oldugunu belirtmislerdir.
Calismamizda, B grubu 6rneklerde (%65,46) Bacillota/Bacteroidota oranimnin A grubu
orneklerine (%13,93) gore artis gosterdigi tespit edilmistir.

Konvansiyonel yontemlerin yerini alan molekiiler yontemler, mekonyum
orneklerinin steril oldugu fikri ortadan kaldirmistir (176). He ve ark. (84) 39 anne-bebek
ciftine ait amniyotik sivi, vajinal sivi ve mekonyum o6rneklerinde yaptiklar1 ¢alismada
amniyotik s1v1 ve vajinal sivi mikrobiyotasinda Lactobacillus spp. ve Curvibacter spp.;
mekonyum mikrobiyotasinda Bacillus spp. ve Escherichia spp.’nin baskin olduklari
gostermislerdir. Ayrica, amniyotik sivi mikrobiyotasi ile fetal mikrobiyotanin benzer
OTU formasyonuna sahip olduklari1 ve amniyotik sivi mikrobiyotasinin fetal
mikrobiyota olusumuna katki sagladigini gostermislerdir. Yang ve ark. (177) 56 ikiz
bebegin (18 tek yumurta, 38 ¢ift yumurta) mekonyumlar1 {izerinde yapilan aragtirmada
alfa ¢esitliliginin iki grup arasinda o6nemli Olc¢lide farkli olmadigimi gosterirken, tek
yumurta ikizleri ile ¢ift yumurta ikizlerinin beta ¢esitlilik varyanslarinin diisiik oldugu
bildirmislerdir. Caligmamiza dahil edilen bebeklerin tiimii ¢ift yumurta ikizleriydi.
Calismamiza dahil olan ikizlerde Yang ve ark tarafindan yapilan calisma verileri ile

uyumlu olarak A 6rnekleri ile B 6rneklerinin alfa ¢esitliliginde anlamli derecede azalma



tespit edilmistir (p=0,00753). Beta c¢esitlilikte de B grubunda varyans azalmasi
gorilmistiir.

Antibiyotik kullaniminin Bacillota’ya etkisi iizerine ¢eligkili veriler mevcuttur.
Drell (139) ve Zwittink (157), Staphylococcaceae’de anlamli artig bildirirken Arboleya
ve ark. (54) bu goriise karsit olarak azalma oldugunu bildirmistir. Benzer durum
Streptococcaceae igin de gecerlidir. Zhu ve ark. (178) anlamli artis bildirirken,
Arboleya ve ark. (55) azalma oldugunu belirtmektedir. Russell ve ark. (179) vankomisin
ve piperasiline maruz kalan yeni dogan bebeklerde Velionella spp.’nin artis
gosterdigini, bu durumun da gama-aminobutirik asit vasitasi ile bagirsak-beyin
iletisimini  etkileyecegini One siirmiislerdir. Beta laktamlardan P uygulanan
yenidoganlarda Lactobacillus spp.’nin 6nemli sekilde azalma gosterdigi ancak
sefalosporinlerin herhangi bir etkisinin olmadigi da bildirilmistir (53,141,180).
Calismamizda da onceki g¢alismalara uyumlu sekilde Staphylococcaceae bir azalma
goriilmezken, Streptococcaceae ve Lactobacillus spp.’de anlamli bir azalma
saptanmistir.

Sonug¢ olarak, Yenidogan Yogun Bakimda yatan bebeklerin VRE ve KRKP
etkenlerin bagirsaginda kolonize olmalar i¢in gereken siire; VRE i¢in 12-60 giin (ort.
33,1 giin), KRKP i¢in 6-62 giin (ort. 22,9) giin ve VRE+KRKP i¢in 15-96 giin (ort. 43,8
giin) olarak saptanmistir. Bebeklerden alinan 20 mekonyum 6rneginde toplam 25 filum
saptanmistir. Bunlardan 12’si B 6rneklerinde goriilmemistir. A 6rneklerinde en baskin
dort filum sirasiyla; Bacillota, Pseudomonadota, Bacteroidota ve Actinomycetota
oldugu, profilaktik ve tedavi sonrasi VRE+KRKP iceren B Orneklerinde ise
Pseudomonadota yiizdesel goriilmesinde bir artis oldugu, diger ii¢ filumda da anlamli
azalma gorildiigii saptanmistir. Ayrica yiizdesel goriilmeleri bu dort filuma gore daha
disik olan Cyanobacteriota, Verrucomicrobiota, Thermodesulfobacteriota ve
Candidatus Melainabacteria’da da anlamli bir azalma gériilmiistiir (p<0,05). ikiz olan
ve ikiz olmayan bebekler arasinda gozlemlenen filumlarin yiizdesel bolluklarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi goriilmistiir. Filum diizeyinde alfa
cesitlilikte bir azalma (p<0,05) saptanirken beta cesitliginde anlamli bir varyans
degisikligi olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Bebeklere ait 6rneklerde toplamda 310 aile
saptanmistir. Bu ailelerden 126’s1 (%40,6) sadece mekonyum, 37’si (%11,9) sadece
rektal striintii ve 147’si  (%47,5) her iki ornek grubunda saptanmistir.

Enterobacteriaceae (%35,56) ve Enterococcaceae (%18.35) her iki grup ortalamasi



olarak en yiiksek oranda goriilen simif olarak saptanmistir. Cins/tiir bazinda ise
orneklerde toplamda 2594 cins/tiir tespit edilmistir. Bunlardan 924 (%35,6)’li sadece
mekonyum, 574 (%22,1)’ii sadece rektal siirintii ve 1096 (%42,3)’s1 her iki 6rnek
grubunda tespit edilmistir. Ilk bes cins; Enterococcus spp., Klebsiella spp.,
Staphylococcus spp., Enterobacter spp., ve Clostridium spp., tir ise; E. faecalis, E.
faecium ve K. pneumoniae olarak tespit edilmistir. Mekonyum 6rneklerinde Klebsiella
spp. ve Staphylococcus spp. ve rektal siiriintii 6rneklerinde ise Klebsiella spp. ve
Enterococcus spp. en fazla goriilen ilk iki cins olarak tespit edilmistir. ikiz bebeklerde
rektal siirlintii 6rneklerinde mekonyum oOrneklerine gore streptokoklarda anlamli bir
azalma ve enterokoklarda anlamli bir artis oldugu saptanmistir. Ikiz olmayan bebeklerde
cins/tlir diizeyinde anlaml bir degisiklik saptanmamaistir. Calismamizda, anne siitii alan
bebeklerin mekonyum mikrobiyotasinda Bacillota, Bacteroidota, Pseudomonadota,
Actinomycetota, Verrucomicrobiota, Bifidobacteria ve Enterobacteriaceae bulunmas,
ayrica sezaryen ile dogan bebeklerde Cutibacterium spp., Corynebacterium spp.,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. gibi anne cilt bakterilerin olmasi bu konuda
yapilmig ¢aligmalarla uyumlu olarak saptanmistir. Ancak rektal siirlintii 6rneklerinde
Bacteroidota, Cutibacterium spp., Corynebacterium spp., Streptococcus spp.’de
saptanan anlamli diisiis, Pseudomonadota ve Enterobacteriaceae’de goriilen anlamli
artis ile mikrobiyota kompozisyonunda bir degisilik oldugu belirlenmistir. Bu
degisikligin nedenleri bebeklerde kullanilan antibiyotiklerin yani sira bagirsak
mikrobiyotasinin dogal gelisim siirecine baglida olabilir. Bu konuda daha ¢ok 6rnek

lizerine ¢alismalarin yapilmasi yararli olacaktir.

KISITLIKLAR

1. Arastirma biit¢esine gore sadece 20 bebek calismaya dahil edilmistir.

2. Annelerin hamilelikte aldiklar1 antibiyotikler arastirmaya dahil edilmemistir.

3. Bebeklerin tamami sezaryenle dogdugu icin vajinal dogan bebek mikrobiyotasi
ile karsilagtirma olanagimiz olmamastir.

4. Bebeklerin bagirsak mikrobiotasinda kolonize olan VRE+KRKP’lerin
negatiflesme silirecinden sonra mikrobiyota kompozisyonu tekrar 6rnek alinip
takip edilmemistir.

5. Ozellikle ikiz ve ikiz olmayan bebeklerin sonuglarin degerlendirilmesinde

yararlanabilecegimiz istatiksel hesaplamalarda zorluklar yasanmustir.
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