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ABSTRACT

An imbalance in gut microbiota detected to serve as a predisposing factor for existence of chronic inflaimmation of the
gastrointestinal tract, such as chronic enteropathy among cats. Given the postulation that probiotic administration might
mitigate gastrointestinal disorders, its effects via rectal route have never been explored in our country among cats with
chronic enteropathy. Thus the purpose of the present study was to evaluate the therapeutical efficacy of an multiple chain
probiotic treatment involving Bifidobacterium combination [Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis),
Lactobacillus strains [Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gastricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum), Bacillus strains
[Bacillus clansii, Bacillus subtilis] and a next generation probiotic Akkermansia muciniphilia via rectal route (enema)in cats with
cEnT. Diagnosis was based on a) clinical, b) hematological and serum biochemical analysis along with scoring to those of
Feline Chronic Enteropathy Activity Index (FCEAI). Each cat was inspected and analyzed/reevaluated and assigned a
FCEALI score at the start and end of treatment for 10 day induction period. Rectal enema probiotic treatment resulted with
significantly decreased composite FCEAIT score (p<<0.01) and laboratory parameters re-evaluation values (p<<0.01) subjected
to interpretation. This treatment modality without any side effects, should be subtitute other relevant treatment modalities
with relapsing and degenerative effects.
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Kronik Enteropatili Kedilerde Bagirsak Mikrobiyota Analizleri Ile Kisa Dénem
Rektal Enema Probiyotik Sagaltim

(074

Bagirsak mikrobiyotasindaki dengesizliklerin kedilerdeki kronik enteropatilerde oldugu gibi gastrointestinal sistemdeki kronik
inflamasyon olusumu i¢in de hazirlayict bir faktr olarak hizmet ettigi tespit edilmigtir. Probiyotik uygulamasinin
gastrointestinal rahatsizliklar azaltabilecegi varsayimi géz 6ntine alindiginda, tlkemizde kronik enteropatili kedilerde rektal
yoldan probiyotik uygulamasi sonucu olusabilecek olast etkileri hentiz arastirtlmamustir. Bu bilgiler nedeniyle sunulan bu
calismanin amaci, kedilerde Bifidobacterinm kombinasyonu [Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis|,
Lactobacillus suslart [Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gastrikus, Lactobacillus acidophilus), Bacillus suslar1 [Bacillus clansii, Bacillus
subtilis] ve yeni nesil bir probiyotik olan Akkermansia muciniphilia'yr iceren ¢ok zincirli bir probiyotik tedavisinin terapétik
etkinligini, kedilerde rektal yoldan (enema) degerlendirmektir. Teghiste a) klinik, b) hematolojik ve serum biyokimyasal
analizlerin yaninda Feline Kronik Enteropati Aktivite Indeksi'ne (FCEAI) gére puanlamalar yapilarak gerceklestirildi.
Arastirma kapsaminda degerlendirilen her kedi sagaltim Oncesi ve sagaltm sonrasint kapsayan 10 gunlik strede analiz
edilerek yeninden degerlendirildi. Rektal enema yolu ile uygulanan probiyotik tedavisi sonucu, “yorumlamaya tabi tutulmus
kompozit FCEAI skoru” (p<0.01) ve laboratuvar parametreleri yeniden degerlendirmede (p<0.01) anlamli derecede
azalmustir. Calismadan elde edilen bulgular 1s1ginda herhangi bir yan etkisi olmayan bu tedavi yonteminin, tekrarlayan ve
dejeneratif etkileri olan diger ilgili tedavi yontemlerinin yerini alabilecegi kanaatine varimustir.
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GIRIS

Kedilerde, kronik enteropatinin  (kEnt) cesitli
sebepleri olsa da hastalik genel itibart ile, idiopatik
inflamatuvar  bagirsak hastaligt (IBH) ve gida
eliminasyonuna cevap veren enteropati (GcE) olarak
iki sendromu icerebilmektedir (Jergens ve ark., 1992;
Dennis ve ark., 1992; Dennis ve ark., 1993; Hart ve
ark., 1994). Her iki hastalikta da persiste ya da niiks
edici karakterde (ki bu ¢alisgmanin yazarlarina gore de
kliniklere ~getirilen kedilerde en siklikla verilen
anamnezdir)  farkli  patojenik  mekanizmalatla
sekillenen gastrointestinal belirtiler mevcut olup, her
iki formda da spesifik sagaltima alinan cevaba iliskin
retrospektif tantya gidilmektedir (Hall ve German,
2004). Kedilerde meydana gelen klinik bulgular ¢ok
degisken olup hastaligin siddeti kediden kediye
farklilagsmakta, bunu belitleyen unsurlar arasinda
enteropatinin 1) tipi, i) lokalizasyonu ile iii)
gastrointestinal (gi) kanalda etkilenen bdlgedeki
yayginligt rol almaktadir (Jergens ve ark., 1992;
Dennis ve atk., 1992; Dennis ve ark., 1993).
Universite klinik pratigimizde giderek artan sayida
kronik enteropati ve buna iliskin klinik bulgularla
getirilen kedilerle karsilasmaktayiz. Bu kedilerin ¢ok
o6nemli bir kisminda farkli beslenme rejimleri
deneme/yanilma ile hasta sahipleri nezdinde
uygulanmakta, olgular klinige getirildikten sonra da
hastaliga 6zgli  diyet secimleri yapilmakta, gida
eliminasyon diyeti de denenmektedir. Olgularda
basarili  sagalum  uygulamalarinin = kisa  vadede
gerceklesmemesi ve ¢ogunlugunda niiks gdrilmesi
sebebi ile “besinsel unsurlar-alerji-gastrointestinal
lezyonlarin™ iliskisinin aragtirilmast ve probiyotiklerin
(vararlh  minicanllarin)  sagalumdaki ~ Gneminin
degerlendirilmesi gerektigi, bu calismayr dizayn eden
arastirmacilar tarafindan distuntlmustir.

Genis kitlelerde ve saglik sektoriinde ‘dost bakteriler’
olarak bilinen probiyotikler, heniiz pet hayvanlarinin
sagligt ve refahina yoOnelik hak ettigi degeri
bulamamistir. Kanita dayali veri havuzunda ise halen
onemli (6zellikle ulusal diizeyde daha da 6nemlidir)
eksiklikler mevcuttur. Tim bu unsurlar literatiir
aragtirmast ~ yapan veteriner hekimlerin  klasik
kaynaklara yonelmesine ve immunsupresif sagaltim
6lgekli uygulamalarda bulunmasina neden olmaktadir.
Benzer olarak, klinik uygulamalarimizda intestinal
permeabiliteye ve/veya gecirgenlik artisina yonelik
sagalumin basart getirecegine dair ciddi veriler
probiyotik uygulamalarinin 6nemine isaret etmektedir
(Marsilio, 2021). Bu c¢alismada klasik sagaltim
uygulamalarina karsin 6ncti bir arastirma bakis acist ile
kisa donem c¢oklu sus probiyotik rektal enamasinin
kronik enteropatili kedilerde sagaltim etkinliginin
degerlendirilmesi amaglandu.

MATERYAL ve METOT

Olgularin Tanimlanmasi

Felin Kronik Enteropati Aktivite Indeksinde (FkEal)
kullanilan gastrointestinal bulgular (Sekil 1) 0 ila 3
arasinda degiskenler olarak skorlanmaktadir (Tablo 1)
(Jergens ve ark., 2010). Hastalarin se¢iminde anamnez
bulgulart ve klinik muayene kriterleri gbz Oniine
alinarak calismaya alindi. Bu calismada séz konusu
aktivite indeksi modifiye edilerek [endoskopik
verilerin ve fosfor analizlerinin eksikligi (teknik ve
idati sorun) sebebiyle] saha sartlarina uygun olarak
sadece asagida gosterilen parametreler ve ilgili skorlar
saptanmistir. Orijinal halinden (Jergens ve ark., 2010)
sapilmayarak, sadece yukarida bahis konusu oldugu
Uzere bakilamayan parametreler zaruriyet icerisinde
cikarilarak  modifiye eksiltilmis FkFal [meFkEal]
uygulanmistir. Arastirmamiz kapsaminda toplamda 10
Felin Kronik Enteropatili kedi degerlendirilmeye
alinmigtir.

Bagirsak Mikrobiyom Analizleri

Ornekleme Prosediirii

Kisitl biitce ve iktisadi kosullar (kur dalgalanmasr)
g6z ontnde bulundurularak sadece sagaltm 6ncesi
vetilere yonelik mikrobiyom analizleri (8/10 olguda)
hizmet alimi seklinde, yurt disinda gerceklestirildi.
Kisaca rektumdan 5 cm civarinda ilerisi steril koton
svap aracihfinda (diski degil, limen hedeflenerek)
limen o6rneklerinin alinmasint sagladr. Hazir olarak
evvelden temin edilen test materyalleri kullanddi.
Kutu iceriginde rektal 6rnekleme icin kullanima haiz
steril svaplar, numune aktarma kaplart (hazir buffer
soliisyonu iceren) mevcuttu. Ornekler hizmet alimi ile
Amerika Birlesik Devletleri'ne Midog Merkezine
(Center) ulagtirilds.

Mikrobiyota Analiz Metodolojisi

Toplamda caligmaya dahil edilen 10 kediden 8’inde
mikrobiyom analizleri gerceklestirilebildi. MiDOG®
(All-in-One Microbial Test) kullanilarak hedefli yeni
jenerasyon DNA sekanslama testi uygulandi. Bu test
ile spesifik mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve
karakterizasyonuna yonelik molekiiler imzalarin
belirlenmesi amaclandi. Son sézii edilen test elde
edilen Orneklemlerin muhafazali korunma ile nakil
sonrast Midog Merkezinde DNA  ekstraksiyonu
(6rneklemde aciga cikabilen mikroplarin tamamina
yo6nelik) mikrobiyel DNA’nin secici amplifikasyonu ile
yeni jenerasyon DNA sekanslama (Illumina, Inc., San
Diego, CA) wvasttastyla gerceklestirildi. Akan veri
analizi, toplanan 6rneklerde mevcut bakterilerin kesin
ve dogru (tir dizeyinde) tanimlamalarina olanak
saglamak adina, DNA dizilerini harici hizalamak i¢in
kiratérli  mikrobiyel  veritabani  araciliginda
gerceklestirildi.
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Sagaltim Modellemesi

Sagalim modellemesinde Prof. Dr. Kerem Ural'n
bilimsel literatiire kattigi sekli ile “degismeli takvim
probiyoterapi” (Ural ve ark., 2020a, 2020b) ¢oklu sus
hali uygulandi. Calismamizda kullandan  (glnlik)
rektal enema probiyotik sagaltiminda metodolojik
yaklastmda probiyotik enema olarak kullanilan
Cocobiotic  (Akkermansia — muciniphilia,  Bifidobacterium
longum, Bifidobacterinm bifidum, Bifidobacterinm  animalis,
Lactobacillus rhammnosus, Lactobacillus gastricus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum) (Art de Huille, Hilya
Kayhan) farmasotik takdim sekli usuline uygun
sekilde hazirlanarak, rektumdan 15 cm ileriye tatbik
edildi (Sekil 2). Calismamizda sagaltim
modellememizin tim olgularda herhangi bir yan
etkiye neden olmaksizin ilgili protokol titizlikle,
aksatilmadan uygulanmasi sagland.

BULGULAR

Klinik olgu resimleri sekiller 3-14 arast sunuldu.
Olgulara ait bireysel (tablo 2 ve sekil 2) FkEal
skorlamalari ile skorlara ait ortanca degerler sekil 3 ve
4te gosterildi. Klinik bulgularda (sekil 3) ve serum
biyokimyasal bulgularinda meydana gelen degisimler
(sekil 4) ayrt ayrt bar grafik olarak sunuldu. Terapotik
sagalum modellememiz  esliginde  gerek  klinik
bulgularda gerekse laboratuvar analizlerinde ortanca
degerlere ait degisim (azalma) klinik iyilesmeyi de

beraberinde getirdi. On giinlik rektal enema
protokoliinde herhangi bir yan etki saptanmadi.
Olgulara  Ait  Klinik ve  Makroskobik
Degerlendirme

Olgulardan baziarina ait demografik verileri de kisaca
iceren aciklamalar gorseller esliginde asagida kisith ve
kisa olgu atlasi seklinde sunuldu (Sekil 7-14).

Mikrobiyota Analizleri

Mikrobiyotanin stnuf seviyesinde dagilimui Sekil 15 ile
16 ve Tablo 2’ de go6sterildi. Mikrobiyel topluluklarin
filum, sinif, sira, aile, genus ve tir dizeylerinde genel
dagilimina ait veri havuzu Temel (asil) koordinat
analizleri, a« dagilim sonuclari ile de desteklendi.
Ilaveten oldukca az sayida literatiirle karsilastirmals
olarak  bagirsak  mikrobiyel aile  (topluluklarr)
dizeyinde bu calisma kapsaminda o6zellikle verildi.
Tek degiskenli ve operasyonel taksonomik inite
(OTU) analizleri dogrultusunda kEnt bulunan
kedilerde fakiltatif ~ anaerobik taksa alt
degerlendirmesinde Firmicutes filumunda
[Ruminococcaceae  (bagil bolluk 10 olgudan 8inde
minimum-maksimum %0-2,7) ve Turicihacteraceae (-)
aileleri] daha distik zenginlikle saptanirken; yine
fakiltatif anaerobik taksa altunda Enterobacteriaceae
(minimum-maksimum  %0,2-8,2) ile St#eprococcaceae
(minimum-maksimum %00-28,8) ailelerinde artts tespit
edilmistir (Sekil 15 ve 106).

istah

Y

Diski skoru/ishal
+-)

Sekil 1. Calismaya dahil edilen klinik parametreleri
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Sekil 2. Calismada rektal enema ile uygulanan probiyotik (¢oklu sus iceren) kombinasyonunun sematik ve aktif
uygulama prosediirleri (Olgu I).

Faktor Ara toplam

skor/puantaj

hafif siddetli
Tutum/aktivite = 2
Istah . . X = 3
Kusma X = 2
ishal X = 3
Kilo kayibi X - 3
Toplam puan 13

Sekil 3. IT nolu olguda modifiye eksiltilmis FkEal skoru 6rneklemesi. Olgularda Klinik skorlama énceki literatiir
esliginde (Jergens ve ark., 2010) modifiye edilerek hesapland.



Faktér Ara toplam

Gl BELIRTI
Tutum/aktivite ~= [ 1 [] 1
hafif  ota  siddetl]
Istah Y 3 3 - 0

hafif  oms  giddetl

Kusma [_] S f—] -

N

Ishal J L] L - o
Kilo kaybi 1 = [ -
Endoskopik leryontar || - !

N

hayw evet

Toplam protein [ . - |
normal Aty

ALT/ALP (- 0
normal artiy

Fosfor ] - !
normal azahy

Sekil 4. Orijinal hali ile (Jergens ve ark., 2010) FkEal kompozit skorunun olgu bazlt hesaplanmast. Gérsel orijinal
halinden 6z dilimize farklilastirilarak bu ¢alisma kapsamindaki bir olguya yorumlanmis ve hesaplanmistir. Eksiltilen
parametre (fosfor) hesaplamaya dahil edilemediginden (idari ve mali iktisadi kosullar) meFkEal degerlendirmesi
zaruri kilinmustir.

Klinik Bulgulardaki Degisim

03
Dy !
Vramg 4 " 'sha) ’lﬂ.k,’h

-
n

Skor

n

Sekil 5. Kronik enteropatili ve calismaya dahil edilen kEnt’li kedilerde rektal enema ile probiyotik yolla uygulanmast
Oncesi 0. glin ila 10. giindeki degisim ile meFkEal skorlart.
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Laboratuvar Bulgularindaki Degisim

12
1 1 1 1 1 1
1
L
.
S
w
04
0.2
) i i i N i U
T, Py Ip A Al Al
Maf “'&E ¥ M% r a3

Sekil 6. Kronik enteropatili ve galismaya dahil edilen edilen kEnt’li kedilerde rektal enema ile probiyotik
uygulanmasi 6ncesi 0. giin ila 10. giindeki laboratuvar bulgularinda degisim ile meFkEal skorlari.

Sekil 7. Olgu III. ki u(;uk yildir stiregelen ve ¢éziimlenememis kEnt’i meveut kedide a) herhangi bir uygulamada
bulunulmadan hemen 6nce, b) safaltim protokoliimiize eslik eder sekilde 3. ve 11. gtinlerdeki diskinin
kompozisyonu. Olgunun meFkFal kompozit skorunda bariz ve belirgin derecede azalma mevcut.

Sekil 8. Olgu IV. Yaklagik 1 yildir stiregelen kroniklesmis gi problemleri, dolayisiyla ¢bziimlenemeyen kEnt’i
bulunan kedide (sahibi de ilgili bir Veteriner Hekim) daha sagalttmin hemen baglarinda degisimin mimari elbette
calisma protokoliimiiz. Calisma baslangicindaki meFkEal skorunda meydana gelen degisime galisma sonundaki

klinik iyilesme, uzun dénem niiks gérilmemesi de yerlesik mikrobiyomun diizenlediginin, muhtemel disbiyozisin
giderildiginin ve bagirsaktaki enflamasyonun ¢6ziimlendiginin emareleri
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Sekil 9. a) Olgu V. Glutenli ve soyalt mama devam ederken calisma takvimine ge(;illr'nede hemen 6nce-3. giin, b)-2.
giin, ¢) calisma takvimi ile dogru orantili probiyotik uygulamasindan sonraki 7. saat, d) 31. saat, €)55. saat, f) 79. saat.

F A

.’./.:A N " o '

S b

Sekil 11. Olgu VIIL ok uzun yillardir kEnt’i bulunan kedide mukoid kivamdaki diskilama, ¢alisma protokoliimiiziin
devreye girmesi ile meFkEal kompozit skorunda degisimle kanita dayali hale déntisiiyor.
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Sekil 12. Olgu VIII. Strast ile a) sagaltim 6ncesi, b)18.06.2021, c-)24.06.2021, d) 6.07.2021, €)10.07.2021 tarihlerinde

Sekil 13. Ardigik 10 &;§k1da makroskopil; goruniim..ﬁ Hasta sahibinden alinan b?lgl ve ka}lt altina alinan sayisiz gorsel
arasindan yaptigimiz se¢imlerde ardistk 6 diskinin yalnizca 1’inde kan gériilmesi oldukea sevindirici. Olgunun
kroniklesen kE tablosunun olumlu yénde seyri hasta sahibi memnuniyetini de beraberinde getiriyor.

= i ¥ : ]

Sekil 14. Aktif Atakibi‘éidukga diizenli sekilde hem tarafimizca hem de hasta sahibince yapﬂati olgumuzda degisim ile
donisim oldukea tatmin edici.
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Sekil 15. Calismamiza dahil edilen kEnt’li kedilerden 8’inde bagirsak mikrobiyotasinin sinif seviyesinde bagil
bolluguna ait topluluk (community) barplot analizleri. Renkli kutucuklar farkli bakteriyel biyogesitlilige ait verileri
sunmaktadir. Mikrobiyom akan veri analizi sadece sagaltim dncesine aittir.

40

20

Goreceli Bolluk %

10

< ef«

Sekil 16. Bagil (goreceli) bolluk oranlari aile diizeyinde gésterimi
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Tablo 1. Klinik parametrelerin skotlandirilmasi (Jergens ve ark., 2010).

Tutum / aktivite e (0 normal

° 1 hafif azalma
e 2 iliml artis

e 3 ciddi azalma

i§tah o 0 normal
° 1 hafif azalma
o 2 iliml1 azalma

e 3 ciddi azalma

Kusma e 0 higbiri

e 1 hafif (1 kez / hafta)

e 2 orta (2-3 kez / hafta)

e 3siddetli (4 kez > / hafta)

Ishal e 0 iyi sekillendirilmis disk

e 1 hafif yumusak digki, digki kani, mukus veya hafif artmis frekans (2-3 kez / giin)
e 2 cok yumusak digki veya nispeten artmis frekans (4-5 kez / glin)
® 3 suluishal veya ciddi oranda artmus frekans (> 5 kez / giin)

Kilo kayb1 0 yok
1 hafif (% < 5 kayip)
2 orta (% 5-10 kayip)

3 ciddi (% >10 kayip)

Tablo 2. OTU analizleri dahilinde taksonomik verilerle destekli aile diizeyinde (6ne ¢ikan ve secilmis) bagil bolluk

(ortanca, min. ve maks. degerler)

Seviye Taksonomi Ortalama Ortanca Min-mak
Aile Streptococcaceae %5.01 %0.05 %0- %28.8
Aile Enterobacteriaceae  %3.3 %1.7 %0.2- %8.2
Aile Turicibacteraceae %0 %0 %0
Aile Ruminococcaceae  %0.08 %0.7 %0- %2.7
TARTISMA disfonksiyonel intestinal bariyer mevcut ise intestinal
lumenden
Gastrointestinal ~ kanalda komensal —mikrobiyota
dizenli olarak intestinal  epiteliyal hiicrelerle

etkilesimde olup, bu durum saglikli bir gi kanalin
insasinda (Ley ve ark., 2006) ve immun sistemin
fonksiyonlarinda elzemdir (Artis, 2008). Gi kanali
cevreleyen epiteliyal hiicreler; enterik mikrobiyotayt ve
konak¢t dokulart birbirlerinden ayiran bir  bariyer
olarak anahtar rolde gi homeostazisi saglayarak
patojenik  bakterilere  karst ik adim  defans
mekanizmalarinda rol almaktadur. Sayet

mezenterik lenf nodillerine ve sistemik sirktlasyona
bakteriyel translokasyon sekillenebilmektedir.

Miiteakip karaciger, dalak vb. organlarda infiltrasyon
ile muhtemel sepsis ve ¢oklu organ yetmezlikleri
sekillenebilir (Turner, 20006). Yine de inflamatuvar
bagirsak hastaliginda intestinal bariyer fonksiyonunun
rolii tam agikliga kavusturulamasa da, iyi birer
fitokimyasal [fenolik asit, flavonoidler, mineraller ve
vitaminler| kaynagi olan meyve ve sebzelerin, kolonik
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mikrobiyota tarafindan acgiga cikarilan metabolitleri
anti-inflamatuvar etkinlik géstermektedir (Larrosa ve
ark., 2009). Bu yoOniyle degerlendirildiginde
beslenmenin diizenlenmesi ve fitokimyasal nitelikte
yem katki maddeleri ile nutrasotiklerin, ilaveten bu
calismaya konu oldugu tzere probiyotiklerin
kullantiminin ne kadar O6nemli oldugu daha iyi
anlasilabilir. Biz de bu c¢alismada enema ile ‘degismeli
takvim probiyoterapi’ (Ural ve ark., 2020a; Ural,
2020b) uygulamasinin yeni evrilmis hali ile ¢coklu sus
probiyoterapide rektal enema ile kisa vadede kEnt
sagaltimindaki etkinligi degerlendirildi.

Insanlarda inflamatuvar bagirsak hastaliginin (IBD)
patogenezi irdelendiginde olusagelen disbiyouzis,
metabolitlerin tretimindeki bozulma ile
iliskilendirilmektedir. Asetat, propionat ve butirat
formlarinda kisa zincirli yag asitleri Uretiminde
Faecalibacterinm prausnitzii vb. bakteriler yer almaktadur.
Asetat formlari butirat icin substrat olmakla beraber;
bagirsak epiteliyal hiicreleri igin ana enerji kaynagt da
bitirattr. IBD’den muzdarip insanlara ait digkt
orneklerinde butirat {ireten bakterilerin  sayisinda
azalma tespit edilmistir (Li ve ark., 2015; Machiels ve
ark., 2014; Mahowald ve ark., 2009; Wong ve atk.,
2000). Bizim calismamizda
Firmicutes,c__Clostridiayo__Clostridiales;t_ Rumzinococcace
ae;g__Faecalibacterinm [sirast ile filum, sinuf] sira, aile ve
genus| diizeylerinde 8 olguda [yine sirast ile %0.0,
%0.3, %0.4, %0.1, %0.0, %0.0, %0.5 ve %0.0] bagil
bollukta Faecalibacterinm tespit edilmis, her ne kadar
karsilastirmali  mikrobiyom analizi yapilamasa da
bunun bitirat dreten bakterilerin sayisinda azalmaya
isaret edebilecegi diistinilmiistir.

Yukaridaki paragraf ile bilimsel manada etkilesim
icerisinde rol model hastaliklar denkleminde IBD ile
kEnti de eslestirmek yerinde olacaktir. Intestinal
mikrobiyomun tniversal aktivitesi karbonhidratlarin
metabolize edilmesi ve fermentasyonu vasitast ile
asetat, propionat ve bitirat formlarinda kisa zincirli
yag asitleri tretimine doéntstimidir.
Firmicutes filumunda ¢ogunlukla anaerobik unsurlar
yer almaktadir ki, indirekt anti-inflamatuvar ve
immun-modulator etkinliklerini kismen biitirat olma
tzere, kisa zincitli yag asitlerini tireterek gosterdikleri
bilinmektedir =~ (Walker ~ ve  Lawley,  2013).
Kolonositlerin ana enerji kaynaginin bitirat oldugu
(Roeddiger, 1980) g6z oniinde bulundurulursa,
epiteliyal hiicre proliferasyonu ile tamir ve intestinal
bariyer bitinliginin saglanmasindaki 6nemi daha
net anlagilabilir (Ashida ve ark., 2012). Tum bunlarin
yanisira bitirat, anti-inflamatuvar ve anti-karsinojenik
ozellikleri (Canani ve ark., Siavoshian ve ark., 2000) ile
6ne  cikabilmektedir. Insanlarda kolonda biitirat
treten bakterilerin ana tyeleri Fimmicutes filumuna ait
Lachnospiraceae ve Ruminococcaceae ailesi olmakla birlikte,
diskidaki miktarlart degisken olup, ilseratif koltitiste
dahil disbiyotik durumlarda siklikla azalmaktadir
(Halfvarson ve ark., 2017; Nagao-Kitamoto ve
Kamada, 2017). Benzer olarak yine kEnt’li kedilerde
butirat treten bakterilerin sayilarinda azalma tespit

edilmistir (Marsilio ve ark,, 2019). Inflamatuvar
bagirsak hastaligi bulunan kedilerde fekal mikrobiyom
analizleri, tek degiskenli ve de LEfSE analizleri ile
incelendiginde, inflamatuvar  bagirsak  hastaligt
bulunan kedilerde fakiltatif anaerobik taksa altinda,
Firmicntes tilumunda [Raminococcaceae ve Turicibacteraceae
aileleri|, Actinobacteria  |Bifdobacterium — genusu]  ve
Bacteroidetes  filumlarinda azalma belirlenirken; yine
fakiltatif anaerobik taksa altinda Ewnferobacteriaceae ile
Streptococcaceae  ailelerinde  artis  tespit  edilmistir
(Marsilio ve ark., 2019). Ozellikle kEnt’li kedilerde
Ruminococcaceae ailesine  mensup  tirlerin -~ diskidaki
kiimesel yogunlugu ile bitirat konsantrasyonlari
arasindaki iliskinin belitlenmesi, bu taksona ait
bakterilerin fonksiyonlarinin daha net
degerlendirilmesine olanak saglayacaktir (Matsilio ve
ark., 2019). Cahsmamizda yaptigimiz OTU analizleri
dogrultusunda kEnt mevcut kedilerde Ruminococcaceae
[Analizi gerceklestirilen 8 olguda bagl bolluk
minimum-maksimum 9%0-2.7, ortalama %0.08 ve
medyan %0.7) ve Turicibacteraceae (-) aileleri], daha
distik  miktarda  saptanirken;  Enterobacteriaceae
(minimum-maksimum % 0.2-8.2, ortalama %03.3,
ortanca %1.7) ile Streptococcaceae (minimum-maksimum
% 0-28.8, ortalama %5.01, ortanca %00.05) ailelerinde
artts tespit edilmistir (Sekil 15 — 16, Tablo 2).

Inilin tipinde fruktanlarin kolon fermantasyonu
esnasinda en o6nemli etkilerinden birisi
bifidobakteriyel sayilarda arti, diger bilinen ismi ile
‘bifidojenik etkidir ki (Gibson ve Roberfroid, 1995;
Roberfroid ve ark., 1995), aynt zamanda kolon bitirat
tretimi de uyarilarak, bu kez de ‘bitirojenik etki’
(Falony ve De Vuyst, 2009; Morrison ve ark., 2006;
Tsukahara ve ark., 2003) saglanir. Bu ‘bifidojenik etki’
ile ‘butirojenik etki’ konake¢i saglhgi acisindan son
derece 6nem arz etmekte ve bifidobakterilerin bitirat
tretemedikleri bilinmektedir (Falony ve De Vuyst,
2009; Falony ve ark., 2006; Makras ve ark., 2006; Van
der Meulen ve ark., 2004). Bagirsak mikrobiyomunun
dengelenmesinde  katkist  bulunan  bifidobakteri
tiirlerinin yani sira kolon epiteliyal hiicrelerinin 6nemli
enerji kaynagi konumundaki bitiratin  intestinal
htcrelerde gelisim ile gen ekspresyonlarinda rol almast
ile gerek kolitisten gerekse kolorektal kanserden
korunma saglanmaktadir (Falony ve De Vuyst, 2009;
Hamer ve ark., 2008; Macfarlane, 1991; Scheppach ve
Weiler, 2004). Calismamizda kEnt’li kedilerde coklu
sus iceren degismeli takvim probiyoterapi kapsaminda
rektal yolla kullandan bifidobakteri suslarinin  da
benzer etkiyi gdstermis olmast muhtemeldir. Yine
calismamizda degerlendirdigimiz, bitirat Gretemedigi
ve genomlarinda bitirat Uretimine ait yolaklar
bulunmadigi bilinen 41t bifidobakteri (Klijn ve ark.,
2005; Makras ve ark., 2005) suslarinin besinsel
Ogelerle karsilanan intlin tipinde fruktanlara iliskin
gelisiminde ve bitirat iretiminde artiga, dolayistyla da
‘bifidojenik etki’ye eslik edebilecek ‘butirojenik etki’yi
kisa siirede gosterebilecegi diistintilmiistir (Falony ve
De Vuyst, 2009; Motrison ve ark., 2006; Tsukahara ve
ark., 2003). Elde ettigimiz bulgular, c¢alisma
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protokoliimiiz icerisinde yer alan 3’14 bifidobakteri
suslarinin sagaltimda diger suslara ilave olumlu yénde
katki sunmast yontinden degerlidir. Séyle ki klinik ve
laboratuvar  bulgulardaki ~ degisim ve meFkEal
skorundaki (Jergens ve ark., 2010) azalma diger
probiyotik suslarinin yant sira bifidobakterlerle de
iliskide olabilir. Tlaveten calisma sonuclarmnin olumlu
yonde teskilinde (meFkEal dahilinde gastrointestinal
bulgular 0-3 arasinda degiskenlerin iz disimi) yine
coklu sus probiyoterapi uygulamasina bagli olarak (her
ne  kadar  OSlcllemese  de),  butirik  asit
konsantrasyonunun yikselebilecegi (Paturi ve ark.,
2012) one surilebilir. Bununla birlikte ¢alismamizda
secilen suglar; bagirsak  duvarinin  savunmasint
glclendirmek Uzere siki/ara baglanti proteinlerinin
ekspresyonunu arttirmis (Cresci ve ark., 2014; Peng ve
ark., 2009), béylelikle dolasima salnan bakteriyel
komponentler olan lipopolisakkaridlerin
translokasyonu sonrast sekillenen proinflamatuvar
cevapta azalmaya (Cani ve ark., 2008; de La Serre ve
ark., 2010) sebep olmus da olabilir.

Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp. genusuna dahil
olan mikrobiyota tyeleri genel olarak giivenli ve gi
kanalda artiglar1 ile birlikte konaker yararina olan
unsurlardir.  Yapilan bir ¢alismada uygulanan L.
plantarnm Z1P001  susu, enterotoksijenik Escherichia
colfnin bagirsak gecirgenliginde artist azaltmus, TJ
proteinleri olan claudin-1, occludin ile ZO-1
seviyelerindeki ~ azalmayt da  hafifleterek  pro-
inflamatuvar sitokinlerden 11.-6, II.-8 ve TNF«
ekpresyonunu asagi yonde regile etmistir (Wang ve
ark, 2018). Aynt calismada ayrica L. plantarum 71.P001
susunun intestinal bariyer fonskiyonlarini olumlu
yonde degistirerek bagirsak epitelyumunu
gliclendirmis ve bagirsak mikrobiyotasint modiile
etmistit. Domuz yavrularinda yapilan bu calismada
elde  edilen  butirat  dreten  bakterilerden
Apnaerotruncus ve Faecalibacterinm sayilarindaki artis ve
buna karsin epiteliyal inflamasyona yol agan
Clostridium ~ sensu  stricto 1 hucresel  yogunlugunda
azalmanin, L. plantarnm Z1.P001 susunun etkinligine
baglt olarak gelistigi disinilmistir (Wang ve atk,
2018). Insanlarda yapilan bir calismada benzer sekilde
L. plantarum 1S 10506 takviyesinin kisa zincirli yag asit
profilinin tamamina (asetat, propiyonat ve butirat)
etki ettigi gorilmustir (Kusumo ve ark., 2019). L.
plantarnm  299v  susunun, antibiyotiklerin kolonik
fermentasyon tzerinde olusturdugu negatif etkileri
azaltarak tersine cevirebildigi, Clostridium difficile ile
iliskili ntiks edici karakterde ishallerde yararh etki
saglayabilecegi de bildirilmistir (Wult ve ark., 2007).
Calismamizda  uyguladigimiz ¢oklu  probiyotik
sagaltuminda da kullanilan ve sagaltim
protokolimiizde (Ural, 2019a; Ural, 2020b) yer alan
L. plantarum diger arastrmacilarin  bahsettigi gibi
kolonik fermantasyon Uzerine etki ederek, anti-
inflamatuvar aktivitede bir artis saglamis ve bu
olgularimizda yarar géstermis olabilir.

Calismamizin temel sagaltim molekillerinden olan
(mikrobiyom  odakll) _A.  muciniphila  [bagirsak

mikrobiyotasinin anaerobik tyesi] giincel olarak, yeni-
jenerasyon probiyotik (Ashrafian ve ark., 2021) ya da
‘Bagirsak Mikrobiyomu Rénesanst” olan medikal bir
probiyotik  (Pendulum  Therapeutics)  olarak
adlandirlmaktadir. Tlk olarak 2004’te izole edilen A.
muciniphila, 1) enerji  depolanmasi, i)  insilin
duyarhiliginin arttirtlmas, iif) instilineminin ve plazma
total kolesteroliiniin azaltilmasi, iv) inflamasyonu
kontrol altina alan endokanabinoidlerin intestinal
seviyelerinin, bagirsak bariyer fonksiyonlarinin ve
bagirsak peptid sekresyonunun (insanda ve fare
modelinde) artirilmast gibi etkileri ile tim viicutta
metabolik faaliyetlerle etkilesimde bulunmaktadir
(Everard ve ark., 2013; Depommier ve ark., 2019).
Kopeklerde antibiyotik uygulamalart  sonrast A
nincingphila'nin i kanal iliskili sistematik biyobelirtecler
ve epiteliyal hasarlanma tlzerine etkilerine yonelik
olarak arastirilmalar da mevcuttur (Jugan ve ark.,
2018). Calismamiz, oldukea gilincel ve 6nemli olan A.
muciniphila’'nin, halen tlkemizde ve hatta su an icin
diinyada rektal enema seklinde kullanildigy, ilk veya
oncu ¢alismalardan biri durumundadir.

Akkermansia-benzeri  bakterilerin - memeli  bagirsak
mikrobiyomu alemi icerisinde alfa- ve beta-dagilimina
yonelik  [sekans derinligindeki  kisithiliklar  veya
incelenen/6rneklemi yapilan hayvanlarda varlhiginin
tespit edilemeyisi| yeterince arastirma
belirememektedir. Bunun yani sira Akkermansia'nin
olduke¢a dustik prevalansa sahip olmast ve kedi ile
kopeklerin ince bagirsak mikrobiyomunda baskin tye
olmayist yapilan analizlerde tespit edilemeyisini
aciklayan bir durum olabilir. Bu durum kedi ile
kopeklerin ince bagirsak mukozal katmaninin ince ve
daha dustk ckojentiye sahip olusuyla ilgili olabilir.
Anilan  faktorler  biyokimyasal — kosullar  (safra
mevcudiyeti vb.) gi kanalda mikrobiyel yasami
kisttlayter faktorlerdir. Ozellikle kopekler ve kismen
de kedilerde yiiksek oranda soy ici ireme s6z konusu
oldugundan, mikrobiyotalar: yetistiricilik faktori ile igi
ice geemis olabilir (Garcia-Mazcorro ve ark., 2020).
Degisik  ireticilerden temin edilen laboratuvar
farelerinde oldukea farkli mikrobiyom ile karsilagilmus,
Akkermansia spp.  mevcudiyetinde  belirgin - farklhilar
gorilmistir (Xiao ve ark., 2015). Kedi ile képeklerde
gerceklestirilen fekal mikrobiyota analizlerinin pek
cogunda VVerrucomicrobia belitlenemese de 12 sagliklt
kediden T’inde c¢ok digsik kiimesel yogunlukta
(%0.01) Akkermansia saptanan arastirmalar mevcuttur
(Handl ve ark., 2011). Yine giincel bir calismada evde
bakilan 46 kediden %0.11'inde fekal Verucomicrobia
kiimelenmesi tespit edilmigtir (Jha ve ark., 2020).
Calismamizda analizi gerceklestirilen 8 olgudan
birisinde (6 nolu olgumuz), %0.5 oraninda fekal
Verrucomicrobia filumuna ait tespit yapilmis olup, diger
orneklerimizde ise %0 oraninda belirlenmistir.
Calismamizda,  Verrucomicrobia, —c__V ervucomicrobiae,
o___Verrucomicrobiales; £__Akkermansiaceac’nin [sirast ile
filum, smuf, sira, aile ve genus diizeylerinde] 6 no’lu
olguda %0.5 bagl bollukta tespit edilmesi,
Akkermansiaceagnin kedilerde yapilacak mikrobiyom
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analizlerinde dogal olarak bulunabileceginin 6nemli
bir isareti olabilecegi kanaatine varilmustir.

SONUGC

Insanlarda 1BH’ye benzer sekilde kedilerde de
bagirsak disbiyozisin patojenik rol alabilecegi ve
¢6ziimiin bir parcasinin ébiyotik dengenin saglanmast
olabilecegi, bu calismada ortaya koydugumuz glcli
verilere [)) 8/10 olguda sagaltim Oncesi bagirsak
mikrobiyom analizleri, i)klinik skorlarda belirgin
gerilemeye eslik edecek sekilde diskt
kompozisyonunun gozle gorilir sekilde diizelmest,
iij)rektal enema ile uygulana probiyotik susunun
Akkermancia municphilia dahil ¢oklu sus icermesi ve bu
icerige karst iyl yanit alinmasi, iv) calismaya dahil
edilen olgularin 6-9 ay stiren takip/monitotizasyon
streclerinde olumsuz degisiklik, geriye doniis ya da
niks gézlemlenmemesi, vb. sebepletle] baglt olarak
ileri strdlmistur. Kanaatimizce hastaligin
kontrolinin kedilerde mikrobiyom odaklt sagaltim
prensipleri ile de miimkiin olabilecegi, rektal enema ile
baska, farkli ve yeni sagalim modellemesinin (en
azindan bu calisma kapsamina alinan) calismamizdaki
kedilerde uyguladigimiz hali ie biyik yarar
saglayacagt kanaatine varlmustir. Non-patojenik
minicanlilari iceren probiyotiklerin dogru sus tercihleri
dahilinde bagirsakta Sbiyotik  dengenin  tesisinde
yararll minicanllar lehine pozitif etki ile dengeyi
degistirebilecegi, mikrobesinsel unsurlarin emilimini
gelistirebilecegi ve tim bu yonleri ile insanlarda
IBH’da oldugu gibi (Bernstein, 2015; Hajela ve ark.,
2015), kanatimiz ve OngOrilerimizin yani sira elde
ettigimiz bulgularla kEnt’li kedilerde de hastalik
aktivitesini olumlu yénde degistirebilecegi 6ne strile
bilinir. Probiyotik enema ile yaptigimiz 6nceki
calismalarimizda (Ural ve ark., 2021; Ural ve ark,
2021) probiyotiklerin benzer sekilde hedef noktaya en
yakin yerden birakidmasinin, mide asidi ile ve/veya
safra asitleri ile temas riskini by pass etmesinin yani
sira protokolde yer alan, A. muciniphila gibi yeni
jenerasyon, obligat kemoorganotrofik ve mukus
degrade eden yararli bir bakteri i¢in kolon’da ihtiyac
duydugu optimum gelisim pH’sindaki ortama olanak
saglayacagt (6.5) (Geerlings ve ark., 2018), oldukca
yakin kedi kolonu pH’s1 [beslenmeye bagh degismekle
birlikte (6.2)], (Williams, 1965) ve bu yéntemin benzer
tim yararli probiyotik minicanlilarin maksimum etki
gOstermesine sebep olabilecegi de dustintilmiistiir.

Cikar catigmasi: Bu calismada c¢tkar catismast
bulunmamaktadir.

Yazarlarin Katki Orant: Yazarlar makaleye esit
oranda katki saglamis olduklarint beyan etmislerdir.
Etik izin: Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
64583101/2021/150 numara ile bu calismanin izni
alinmustir.

Finansal destek: Bu calismada finansal destek
bulunmamaktadir.
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