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Fibromiyalji sendromu (FMS), yetiskin poplilasyonda bildirilen prevalansi %3-10 olan, kronik yaygin
agrinin sik gorilen formlarindan biridir. Tipik agrinin klinik gérinim ve iligkili somatik ve psikolojik
semptomlarin varligi taniya temel olusturur. FMS sinir sistemi disfonksiyonu ile iliskilidir ve nérotransmit-
terler fibromiyalji icin onaylanmis bir dizi ilacin hedefi olarak rol oynamaktadir. Bununla birlikte, FMS’de
altta yatan mekanizmalar kesin olarak heniiz bilinmemekle birlikte bircok hipotez ortaya konmustur. Fib-
romiyalji ve irritabl bagirsak sendromu (IBS) arasindaki iliski g6z 6niine alindiginda, degisen bagirsak
mikrobiyomu fibromiyalji ile iliskili olabilir. Bu calismada, FMS tanili hastalarda saglikli kontrollere gore
degisen bagirsak mikrobiyom diizeylerinin arastirnlmasi amaclanmistir. Mikrobiyom calismasi icin FMS
tanili 54 hastadan ve 36 saglikh kisiden olusan kohorttan fekal drnekler toplanmistir. Kontrol grubunda
herhangi bir mental ve/veya fiziksel hastaligi olanlar calisma disinda birakilmistir. FMS’li hasta grubu,
“American College of Rheumatology (ACR)” 2010 tani kriterlerine bagl kalinarak belirlenmistir. Fekal
ornekler, kullanilana kadar -80°C’de muhafaza edilmis ve buz lizerinde ¢6ziilmus; her ekstraksiyon icin 0.3
g feces tartilmistir. DNA izolasyonu, ticari kit ile Ureticinin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.
Ornekler, gercek zamanl polimeraz zincir ydontemi ile Bacteroidetes, Firmicutes, Enterobacter, Lactobacillus,
Streptococcus ve Bifidobacterium’a 6zgul primerler ile 16S rRNA gen amplifikasyonu yapilarak karsilasti-
rilmistir. Sonuglara gore, hasta grubunda Bacteroidetes ve Bifidobacterium istatistiksel olarak anlaml bir
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sekilde artarken (p< 0.05), Firmicutes'in azaldigi saptanmistir (p< 0.001). Enterobacter, Streptococcus ve
Lactobacillus icin istatistiksel olarak anlamh sonu¢ bulunamamistir (p> 0.05). Bakteriler arasindaki iliski
degerlendirildiginde, Bacteroidetes ile Firmicutes ylizdesi arasinda istatistiksel olarak yiiksek anlamli ve ne-
gatif korelasyon bulunurken (r=-0.778, p< 0.001), Enterobacter ve Bifidobacterium yiizdesi arasinda orta
derecede istatistiksel anlamlilik ve pozitif korelasyon gézlenmistir (r= 0.460, p= 0.005). Sonuclar, bagirsak
mikrobiyotasinin fibromiyaljide rol oynayabilecegini gostermektedir. Bagirsaktaki Firmicutes ve Bacteroide-
tes filumlarinin dengesinin bagirsak homeostazi icin énemli etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Ozetle,
daha blyiik kohortlarda yapilacak biytik 6lcekli arastirmalarin, bagirsak mikrobiyomu ve FMS arasindaki
iliskiyi anlamada ve olasi tedavi seceneklerini degerlendirmede etkili olacagi aciktir.

Anahtar kelimeler: Fibromiyalji sendromu; Bacteroidetes; Firmicutes; Bifidobacterium; mikrobiyota.
ABSTRACT

Fibromyalgia syndrome (FMS) is one of the most frequent forms of chronic widespread pain, with
a reported prevalence of 3-10% in the adult population. Clinical presentation of the typical pain and
the presence of associated somatic and psychological symptoms form the basis of the diagnosis. FMS is
associated with nervous system dysfunction and neurotransmitters act as targets of a number of drugs
approved for fibromyalgia. However, although the underlying mechanisms in FMS are not yet known
precisely, many hypotheses have been put forward. Considering the relation between fibromyalgia and
irritable bowel syndrome (IBS), altered gut microbiome could be associated with fibromyalgia. In this
study, it was aimed to investigate the variation of intestinal microbiome levels in patients with FMS com-
pared to healthy controls. For the investigation of the microbiome, fecal samples were collected from a
cohort of 54 patients with FMS and 36 healthy individuals. Those with any mental and/or physical illness
in the control group were excluded from the study. The FMS patient group was determined according to
the “American College of Rheumatology (ACR)” 2010 diagnostic criteria. The fecal samples were stored
at -80°C until use and were thawed on ice; for each extraction, 0.3 g of faeces were weighed. Extraction
of DNA was carried out with commercial kit according to the manufacturer’s recommendations. Samples
were compared using 16S rRNA gene amplification with specific primers of Bacteroidetes, Firmicutes,
Enterobacter, Lactobacillus, Streptococcus and Bifidobacterium by the real-time PCR method. According to
our results, while the increase of Bacteroidetes and Bifidobacterium was statistically significant (p< 0.05),
Firmicutes decreased (p< 0.001) in the patient group. No statistically significant results were found for
Enterobacter, Streptococcus and Lactobacillus (p> 0.05). When the relationship between bacteria was eva-
luated, a high statistically significance and negative correlation was found between Bacteroidetes and the
percentage of Firmicutes (r=-0.778, p< 0.001),while a moderate statistical significance and positive cor-
relation was observed between the percentage of Enterobacter and Bifidobacterium (r= 0.460, p= 0.005).
The results suggest that the gut microbiota may play a role in fibromyalgia. The balance of Firmicutes and
Bacteroidetes phyla in the gut is known to have important effects on intestinal homeostasis. In summary,
it is clear that large-scale further research in larger cohorts will be effective in understanding the relations-
hip between the gut microbiome and FMS and evaluating possible treatment options.

Keywords: fFibromyalgia syndrome; Bacteroidetes; Firmicutes; Bifidobacterium,; microbiota.

GiRis

Fibromiyalji sendromu (FMS), kas-iskelet sisteminde kronik, yaygin agri ve sertlik; fizik
muayenede palpasyonla agrili hassas noktalarin belirlenmesi ile karakterize olan ve 6zgdil
laboratuvar bulgulari olmayan bir hastaliktir'. FMS tanili hastalarda fonksiyonel bozuk-
luklar, direncli yorgunluk, uyku bozukluklari, bilissel bozukluklar, irritabl bagirsak send-
romu (IBS), parestezi ve duygudurum bozuklugu da mevcuttur?. FMS, en yaygin ikinci
“romatizmal” hastaliktir. Bazi arastirmalar FMS’nin genel popiilasyonun %3-10’unu et-
kiledigini gostermistir3. FMS prevalansi yasla birlikte artmaktadir ve siklikla 40-60 yas
araligindaki kadinlarda gézlenmektedir®.
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FMS’nin patofizyolojisinde cesitli mekanizmalar yer almaktadir. FMS, merkezi sinir sis-
teminde duyarlilik, néroendokrin ve otonom sinir sistemi disfonksiyonu ile iliskilidir. Has-
talarda mekanik, termal ve elektriksel uyarilara karsi psiko-fizyolojik hiperaljezi bulgulari
gorulmektedir. Bu durum hem merkezi hem de periferik sistemde nosiseptif anomali
varsayimina yol acar’. Buna karsin enflamatuvar yumusak doku anomalilerine dair tutarli
bir kanit bulunmamis olmasi, FMS'nin etiyopatolojisinde merkezi sinir sisteminin (MSS)
énemini ortaya cikarmaktadir®®. Merkezi sinir sistemi duyarlilik sendromu olan bircok
hastada belirgin hiperaljezi ve/veya allodini gériilebilmektedir'®. FMS hasta grubu ile
saglikli kontrol grubunun karsilastirildigi bir calismada'', FMS'li hastalarin diisiik seviyede
sayilabilecek basing degerlerinde bile (2.4 kg/cm?) kontrol grubuna gére yiiksek diizeyde
serebral aktivasyon ortaya cikardigi izlenmistir. Bu durum, FMS’li hastalara uygulanan
etkinin kortikal veya subkortikal diizeyde agrinin algilanmasinda artisa neden oldugu
hipotezini gliclendirmektedir.

FMS’de bir yaklasim da norotransmitter disfonksiyonudur. FMS grubu ile yapilan bir
calismada beyin omurilik sivisinda P maddesinin kontrol grubuna oranla tg¢ kat daha yuk-
sek oldugu bildirilmistir. Ek olarak, FMS’li hastalarda serum serotonin diizeylerinin 6nemli
dlciide diisiik oldugunu gésteren calismalar da mevcuttur'? '3,

Son yillarda yapilan arastirmalarda ise, FMS ile bagirsak mikrobiyotasi arasinda ilis-
ki olabilecegi dustintlmektedir. Fibromiyalji ve IBS'nin birlikteligi dustinildiginde bu
yaklagim arastirmaya deger bir alan olarak gorilmektedir. IBS’de bagirsak mikrobiyomu
bilesiminde ve cesitliliginde degisiklikler bildirilmistir ancak bu iliski fibromiyaljide tam
olarak anlasilmamustir’®. Bagirsak mikrobiyotasi ile insan fizyolojisi arasindaki baglanti
distnuldigunde cogu hastaligin saghkh bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasi sonucu
ortaya ciktigi 6ne siiriilmektedir'®. Literatiirde bagirsak mikrobiyotasinin bilesimindeki
degisikliklerin gastrointestinal, metabolik, otoimmiin, alerjik ve noropsikiyatrik bozukluk-
larla iliskili oldugu bircok calismada gdsterilmistir'e.

Ayrica insan bagirsak mikrobiyomu, beyin saghgini bircok yonden etkileyebilir; lipo-
polisakkaritler gibi bakteri yapisal bilegenleri bagisiklik sistemine dustik tonik uyarilar ya-
pabilir; ince bagirsakta bakterilerin asir cogalmasi veya bagirsak gecirgenliginin artmasi
sonucu olusan bakteriyel disbiyoz, MSS’de enflemasyonun uyariimasina neden olabilir.
Diger bir mekanizma da bakteriyel proteinlerin insan antijenleri ile etkileserek adaptif
bagisiklik sistemini uyarmasi ve bunun sonucunda disfonksiyonel yanitlara neden olma-
sidir. Ayrica D-laktik asit ve amonyak gibi noérotoksik metabolitler, bakteriyel enzimler
tarafindan uretilebilir. Norotoksisite, kisa zincirli yag asitleri gibi uygun metabolitler tara-
findan da olusabilir. Yapilan arastirmalar, mikrobiyotanin enterik sinir sisteminin afferent
noronlarini vagus siniri yoluyla beyne sinyaller gondermek icin dogrudan aktive ettigini
gostermektedir. Bu farkl yollar boyunca, bagirsak mikrobiyomu hipotalamik-hipofiz-ad-
renal eksenin uyku ve stres reaktivitesini etkilemektedir. Sonug olarak, bagirsak mikrobi-
yomu; hafizayi, davranisi ve bilissel islevleri etkileyebilir ve bu 6zelligiyle bircok durum ve
hastalik icin nemlidir'”.
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Bu calismada FMS etiyopatogenezinde bagirsak mikrobiyotasinin 6nemi, FMS tanih
hastalarda mikrobiyom karakteristiginin ve disbiyoz nedenlerininin saghkli kontrollerle
karsilastirarak ortaya konmasi amacglanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Bezmialem Vakif Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu onayi ile gerceklestirildi (Tarih: 16.10.2018, Karar No: 19/252). Helsinki
Deklarasyonu’nun etik kurallarina uygun olarak ve tim katilimcilardan yazili bilgilendiril-
mis onam formlari alinarak cahsilmistir.

Calisma Kohortunun Belirlenmesi

30 Subat-30 Haziran 2019 tarihleri arasinda Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim
Dalina basvuran fibromiyalji tanisi almis 54 hasta calismaya dahil edildi. FMS grubu,
hasta raporuna gore agri semptomlari ile agrinin yeri ve boyutunu baz alan “American
College of Rheumatology (ACR)” 2010 yili tani kriterleri géz onlinde bulundurularak
calismaya dahil edildi'®. Kontrol grubuna herhangi bir mental ya da fiziksel rahatsizhgi
olmayan bireyler dahil edildi.

Ek olarak 30 yas alti ve 60 yas Ustl bireyler, son li¢ ayda bagirsak mikrobiyotasini et-
kileyen ilaclar, antibiyotikler, yliksek dozlarda probiyotikler ve biyolojik ajanlar kullanan
bireyler ve son alti ayda 6nemli diyet degisiklikleri yasayan bireyler caismadan dislandi.

Calismaya dahil edilen tim bireylerden anamnez alinti ve FMS‘li hastalar icin hazir-
lanmis olan fibromiyalji etki anketi (FIQ) dolduruldu. FIQ skorlamasi; hasta raporlar,
fonksiyonel durum verileri ve klinik gozlemlerden derlenen bilgilerden gelistirilmis bir
sistemdir. Bu sistemde son bir hafta icinde fiziksel fonksiyonlar, calisma durumu (is yuku
ve calisilamayan giinlerin varligr), depresyon, anksiyete, sabah yorgunlugu, agn ve sert-
lik, bitkinlik durumu ve iyi hissedilen glnler degerlendirilmektedir.

16S rRNA icin Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu Amplifikasyonu

FMS tanisi almig 54 bireyden ve saglikli 36 bireyden fekal 6rnekler toplanip -80°C’de
saklandi. Calisma sirasinda ornekler buz tizerinde ¢oziilerek her biriicin 0.3 g feges tartildi.
DNA izolasyonu EZ-10 Spin Column Soil ve Fecal DNA Miniprep Kit (Bio Basic, Markham
ON, Kanada) ile ureticinin protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. DNA izolasyonunun
son basamadi olan eliisyon 100 pl olarak yapildi; 6rnekler polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) asamasina kadar -20°C’de saklandi. DNA’larin kalitatif ve kantitatif degerlendirme-
leri Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) cihazi ile yapildi. Kan-
titatif gercek zamanh PCR (gRt-PCR) calismalari SensiFast SYBR No-ROX (Bioline, Londra,
ingiltere) kullanilarak Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, ABD) cihazinda gerceklestirildi ve esik
deger dongu degerleri (Ct) analiz icin kullanildi. Her bir primer icin qRt-PCR agsamasina
gecilmeden 6nce konvansiyonel gradiyent PCR yontemi uygulandi ve %2'lik agaroz jel-
de yduritilerek uygun erime sicakliklari tespit edildi (Sekil 1). Bakteriye 6zgul 16S rRNA
primerleri ve belirlenen baglanma sicakliklari Tablo I'de verilmektedir'®-22. Amplifikasyon
kosullari; 95°C’de 5 dakika ve takiben 40 dongu olacak sekilde 95°C’de 10 saniye, 55-
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Sekil 1. Konvansiyonel gradiyent polimeraz zincir reaksiyonu jel gértintiileri.

60°C’de 7 saniye, 72°C'de 5 saniye seklinde uygulandi. Ek olarak, 6zgul amplifikasyon
drininden elde edilen floresan sinyalini artefaktlardan ayirt etmek icin gRt-PCR’den son-
ra erime egrisi analizi gerceklestirildi. Erime egrileri, 65°C’den 95°C’ye yavas isitmayla
elde edildi ve her 0.5°C sicaklik artisinda floresan ol¢timleri saptandi (Sekil 2).

Elde edilen hedef bakteriye ait Ct degerleri, universal dizi Ct dederleri kullanilarak
normalize edildi ardindan hasta grubu ile kontrol grubu arasinda karsilagtirma yapildi.
Bakteriyel taksonlarin 16S rRNA sekanslarini kodlayan gen hedeflerinin géreceli miktarlari
ve goreceli oranlari sirasiyla 222¢T ve 22T (taksa 6rnegi)/22CT (toplam bakteri) degerleri
kullanilarak hesaplandi.

Verilerin dagilimi Shapiro Wilk testi ile incelendi. Normal dagilima sahip degiskenlerin
ortalamalari arasindaki fark bagimsiz érneklem t testi ile, parametrik olmayan dagilima
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Sekil 2. Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) amplifikasyon ve erime egrisi gérselleri.
Her gRT-PCR programi sonuna erime egrisi analizi eklendi ve ayni noktada Tm degerleri alind.

a. Bacteroidetes, b. Firmicutes, c. Enterobacter, d. Lactobacillus, e. Bifidobacterium, f. Universal g. Bacteroides,
h. Enterococcus, i. Streptococcus.

sahip degiskenlerin ortalamalari arasindaki fark ise Mann-Whitney U testi ile incelendi.
Sayisal degiskenler arasindaki iliskiyi arastirmak icin Spearman korelasyon analizi kulla-
nildi. Verilerin tanimlayici istatistikleri ortalama + standart sapma, medyan (minimum-
maksimum) ve n (%) olarak verildi. Tim istatistiksel analizler, IBM SPSS Statistics 22.0
programinda o= 0.05 anlamlilik diizeyinde ve %95 glven diizeyinde analiz edildi.

BULGULAR

Bu calismada, FMS tanisi almig 54 hasta ve 36 saglikli kontrole ait fekal 6rnekler toplan-
mis ve Bacteroidetes, Firmicutes, Enterobacter, Lactobacillus, Bifidobacterium ve Streptococ-
cus acisindan mikrobiyomlar incelenmistir. Her bakteri filumu icin hasta-kontrol gruplari
arasinda bulunma ytzdeleri karsilastirildiginda Bacteroidetes, Firmicutes ve Bifidobacteri-
um icin istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur (sirasiyla p= 0.004, p< 0.001, p=
0.005). Buna gore, Bactereoidetes ve Bifidobacterium ytizdeleri hasta grubunda artmis,
Firmicutes ylUzdesi azalmistir.

Ek olarak, hastalarda tani icin kullanilan skorlama verileri arasindaki korelasyon ince-
lenmis ve sonuclar Tablo II'de verilmistir. Bu amacla, fibromiyalji etki anketi “fibromyal-
gia impact questionnaire (FIQ)”, genis agri indeksi “wide pain index (WPI)”, semptom
siddet skoru “symptom severity score (SSS)”, FIQ skorunun lgtinci (FIQ3) ve dordiinci
(FIQ4) sorusu kargilastinlmistir. Buna gore, toplam skor ile WPI, SSS ve FIQ3 skorlari ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif korelasyon saptanmustir. Siddet derecesi ince-
lendiginde, SSS ile FIQ3 skoru ve toplam skor arasinda istatistiksel olarak ytksek anlamli
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Tablo Il. Fibromiyalji Sendromunda Fibromiyalji Etki Anketi (FIQ) Skoru, Genis Agri Indeksi (WPI) ve
Semptom Siddet Skoru (SSS) Karsilastirmalari
FIQ total skor WPI SSS FIQ3 FIQ4
FIQ total skor r 1 0.479** 0.802** 0.728** 0.788**
p p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001
WPI r 0.479** 1 0.475** 0.317* 0.538**
p p< 0.001 p< 0.001 .025 p< 0.001
SSS r 0.802** 0.475** 1 0.695** 0.752**
p p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001
FIQ3 r 0.728** 0.317* 0.695** 1 0.681**
p p< 0.001 .025 p< 0.001 p< 0.001
FIQ4 r 0.788** 0.538** 0.752** 0.681** 1
p p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001
FIQ: Fibromiyalji etki anketi, WPI: Genis agri indeksi, SSS: Semptom siddet skoru, p: Spearman korelasyon kat-
sayisinin dederleri, r: Korelasyon katsayis.
*Istatistiksel olarak anlamli deger.
**|statistiksel olarak ileri derecede anlamli deger.

korelasyon oldugu gortlmustir. Anketten alinan toplam puan arttikca WPI, FIQ3, FIQ4
ve SSS skorlari lineer olarak artmaktadir. Ardindan FIQ (Tablo III), WPI ve SSS (Tablo 1V)
skorlari ile bakteri ylizdeleri arasindaki korelasyonlara bakilmistir. Yalniz WPI skorlamasi ile
bakteri ylzdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur. WPI skoru ile
Enterobacter (r=-0.698, p< 0.001), Bifidobacterium (r=-0.356, p= 0.033) ve Streptococcus
(r=-0.356, p= 0.033) yuzdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon
bulunmustur (Tablo V).

Literattirden secilen primerlerin 6zgulligu ve uygun erime sicakliklar gradiyent PCR
yontemi ile analiz edilmis ve %2’lik agaroz jelde gortintiilenmistir.

Her qRt-PCR programi sonuna erime egrisi analizi eklendi ve ayni noktada Tm deger-
leri alindi.

Bakteriler arasindaki korelasyonlara bakildiginda ise, Bacteroidetes ve Firmicutes yliz-
deleri arasinda istatistiksel olarak ylksek anlamli ve negatif korelasyon bulunmustur (r=
-0.778, p< 0.001). Buna gore, Bacteroidetes ylzdesi ylksek cikan hastalarda Firmicutes
yuizdelerinin azaldigi tespit edilmistir. Ayni zamanda Enterobacter ile Bifidobacterium yliz-
deleri arasinda (r= 0.460, p= 0.005), Lactobacillus ile Firmicutes yuzdeleri arasinda (r=
0.347, p= 0.038), Streptecoccus ile Enterobacter ylizdeleri arasinda (r= 0.334, p= 0.047)
ve Bifidobacterium ile Streptococcus ylzdeleri arasinda (r= 0.354, p= 0.034) istatistiksel
olarak anlaml pozitif korelasyonlar tespit edilmistir.

FMS tanili hastalarin cinsiyet ve yas durumuna gore bakteri ytizdeleri ile agr skorlari
(WPI ve SSS) karsilastirildiginda ise Tablo V'teki sonuglara ulagilmistir. Buna gore, cinsi-
yete gore bakteri ylizdeleri ve WPI, SSS skorlamalari arasinda istatistiksel olarak anlaml
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Tablo IV. Fibromiyalji Sendromlu Hastalarda Genis Agr indeksi (WPI), Semptom Siddet Skoru (SSS) ve
Bakteri Filumlari Arasindaki lligki

WPI SSS
Spearman’s rho Bacteroidetes r 164 .003
p .340 .985
Firmicutes r -.012 -.006
p 943 973
Enterobacter r -.698** -.086
p p< 0.001 .619
Lactobacillus r -.322 -.067
p .056 .697
Bifidobacterium r -.356* -.085
p 0.033 .621
Streptococcus r -.356* .085
p 0.033 .624

WPI: Genis Agri indeksi, SSS: Semptom siddet skoru, p: Spearman korelasyon katsayisi degerleri, r: Korelasyon
katsayisi.

*istatistiksel olarak anlamli deger.

**|statistiksel olarak ileri derecede anlamli deger.

Tablo V. Arastirma Sonuclarinin Cinsiyete Gore Karsilastiriimasi

Cinsiyet
Kadin Erkek P
Bacteroidetes 23.57 £11.169 18.25 £ 15.525 0.447*
Firmicutes 23.54 +11.256 24.976 £ 15.980 0.839*
Enterobacter 0.13 (0-21.47) 0.002 (0.001-0.333) 0.220**
Lactobacillus 0.007 (0-0.455) 0.003 (0.002-0.010) 0.705**
Bifidobacteria 0.12 (0.001-1.853) 0.029 (0.011-2.452) 0.665**
Streptococcus 0.004 (0-0.08) 0.001 (0-0.008) 0.377**
WPI 11.57 £ 3.648 14.66 £ 5.131 0.181*
SSS 9 (6-12) 7 (6-9) 0.144**
Toplam puan 54.05 + 9.864 49.19 £ 0.589 0.009*
Yas 46.63 £11.163 36 £9 0.120*

WPI: Genis agri indeksi, SSS: Semptom siddet skoru.
*Bagimsiz t testi p degeri.
**Mann-Whitney U testi p degeri.

bir fark bulunmamistir (p> 0.05). Toplam puan cinsiyete gore incelendiginde kadinlarda
ortalama agri skoru erkeklere oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek tespit
edilmistir (p= 0.009).
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TARTISMA

Bagirsak mikrobiyotasi ile insan fizyolojisi arasindaki baglanti distinildigiinde, cogu
hastaligin saglikl bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasindan kaynaklandigi diistiniilmekte-
dir. Bu calismada, fibromiyalji ile bagirsak mikrobiyotasi arasindaki iliski, hasta ve saghkl
bireyler arasindaki Bacteroidetes, Firmicutes, Enterobacter, Lactobacillus, Bifidobacterium ve
Streptococcus bakteri ylizdeleri incelenerek arastinlmugtir.

Saglikh yetiskinlerde tanimlanan fekal mikrobiyotanin %80'i li¢ baskin filumda siniflan-
dinilabilir: Bacteroides, Firmicutes ve Actinobacteria. Genel anlamda, Firmicutes/Bacteroides
orani, insan bagirsak mikrobiyotasi bilesimiyle dnemli élciide iliskili kabul edilmektedir?3.

Firmicutes filumu Catenibacterium, Clostridium, Eubacterium, Dorea, Faecalibacterium,
Lactobacillus, Roseburia, Ruminococcus ve Veillonella dahil olmak tizere 200’den fazla farkh
cinsten gram-pozitif organizmalari icerirken, Bacteroidetes filumu Bacteroides, Odoribac-
ter, Prevotella ve Tannerella dahil olmak UGzere yaklasik 20 cins gram-negatif mikroorga-
nizmayi icerir?,

Bagirsaktaki Firmicutes ve Bacteroidetes filumlarinin dengesinin bagirsak homeostaz
icin dnemli etkileri olabilecegi bilinmektedir?>. Cesitli arastirmalar, kronik gastrointestinal
hastaliklarin beyin iltihabini ve dopaminerjik néronlarin 6limuind uyardigini gostermis-
tir?62”, Bu durum géz 6niine alindiginda bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerin FMS
patogenezinde rol oynadigi diistinilebilir. Ayrica FMS’de; mide-bagirsak sikayetleri, karin
agrisi/kramplari, ishal, kabizlik, IBS hastaliga eslik eder ve IBS prevalansi %30-35 ile %70
arasinda degismektedir. FMS’nin etiyopatogenezinde azalmis dopamin ve metabolitlerin
de rol oynadigi bilinmektedir?®.

Bu calismanin hipotezi, bagirsak mikrobiyomunda gerceklesen degisikliklerin FMS
etiyopatogenezinde etkili oldugu yonitndedir. Bu durum, hastalarda gastrointestinal
sikayetleri aciklayabilir ve degisen mikrobiyota kompozisyonu vagal sinir yoluyla beyin
omurilik sivisinda (BOS) dopamin, norepinefrin ve serotonin metabolitlerininin seviyesini
etkileyebilir.

Hayvan calismalari, bagirsakta bulunan mikroorganizmalarin vagus sinirini uyarabildi-
gini ve bu aktivasyonun beyin ve davranissal etkilerin diizenlenmesinde oldukga kritik bir
rol oynadigini gostermistir. P maddesi, bagirsak-beyin ekseni ile etkilesimde olan 6nemli
bir néropeptittir?®3°, P maddesi gibi mikrobiyota ile bagirsak-beyin ekseninde yer alan
diger noropeptitlerin 6zgl islevleri heniiz tam olarak bilinmese de, kalsitonin ile iligkili
peptit, ndropeptit Y (NPY), vazoaktif intestinal polipeptit, somatostatin ve kortikotropin
salgilama faktoriiniin (CRF) bu konuda 6nemli rol oynamaya aday oldugu distntlmek-
tedir®!.

Gastroenterolojik, metabolik, romatolojik, norolojik ve psikiyatrik bozukluklar dahil ol-
mak Uzere cok sayida patolojinin bagirsak mikrobiyomundaki degisikliklerle iligkili oldugu
bildirilmistir. Ayrica, son yapilan calismalar bagirsakta lokalize bakterilerin kronik agrida
ve ozellikle fibromiyaljide rol oynayabilecedini gostermistir>?. Minerbi ve arkadaslari®?,
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FMS hastalarindan alinan fekal 6rneklerde tim genom dizileme analizi ydontemiyle genis
kapsamli bir arastirma yapmis ve FMS’de bagirsak mikrobiyomunun degistigine dair ka-
nitlar sunmuglardir. I1BS’li hastalarda yapilan genis capli bir arastirmada, saghkli kontrol-
lere kiyasla IBS’de Firmicutes oraninin arttigi, Bacteroidetes oraninin azaldigi ve dolayisiyla

Firmicutes/Bacteroidetes oraninin (F/B orani, yaklagik 1.2-3.5) arttigi tespit edilmistir>.

Diger taraftan, yuksek Firmicutes ve dusuik Bacteroides oraninin, genellikle saglikh ve
cesitli bir mikrobiyomla iliskili oldugu bilinmektedir?>. Bu acidan bakildiginda, calisma-
mizda FMS’li hastalarda saglikh kontrollere oranla dlsen Firmicutes ve artan Bacteriode-
tes orani bagirsak mikrobiyom dengesinin olumsuz yonde degistigini gostermektedir. Ek
olarak, bulgularimiz FMS’de bagirsak disbiyozu oldugunu ve mikrobiyota kompozisyo-
nunun degistigini gostermesi acisindan onemlidir.

Giincel bir calismada, saglikli kontrollere oranla major depresif bozuklugu bulunan
hastalarda Firmicutes oraninin oldukca dustiigu gosterilmistir ve bu durumun kisa zincirli
yag asitlerinin beyindeki enflemasyonu tetiklemesi nedeniyle olabilecegi disunilmus-
tiir®. FMS hastalarinda, IBS disinda direncli yorgunluk, uyku bozukluklari, bilissel bozuk-
luklar ve duygudurum bozuklugu bulgularini g6z ontine alirsak dustk Firmicutes orani
anlamli olabilir.

Bacteroidetes turleri normalde saglikli bagirsak florasinda bulunur. Ancak iyi huylu
kommensal yasayan bazi bakteri tiirlerinin bu ortaklik sirasinda bazi etkenler nedeniyle
onemli morbidite ve mortaliteye sahip enfeksiyonlardan da sorumlu olabilecegi bilinmek-
tedir. Bu durum, bagirsak florasindaki diger organizmalarla gen paylasimi ile aciklanabilir.
Ayrica, Bacteriodetes gibi olduk¢a zengin gen bankasina sahip tirlerde, yeni beslenme
yollari bulmak, hticreyi toksik substratlardan uzaklastirmak icin disari akis pompalarini
aktive etmek veya yeni ylizey epitoplarini gelistirmek icin bazi genler sonradan aktive
edilebilir*®. Her durumda, saglikl mikrobiyom dengesindeki degisimin olumsuz sonuglar
dogurabilecegi agiktir.

Ek olarak, sunulan bu calismada hasta raporlar dogrultusunda hazirlanan agn skorla-
ma sistemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon ve WPI skorlamasi ile
bakteri yuzdeleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski bulunmustur. Bu durum da
FMS’de mikrobiyota etkisini destekler niteliktedir. Ayrica, skorlama sistemlerinde cinsiye-
te gore dagilim incelendiginde, toplam puan bazinda kadinlarda ortalama agri skorunun
erkeklere oranla istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiiksek bulunmasi literatiirle uyumlu
ek bir bulgudur.

Bilindigi Uzere, bakterilerde ribozomal alt birimler 5S, 16S ve 23S rRNA’yr icermek-
tedir. Bu rRNA gen dizileri, tirler arasinda biylk oranda korunmus olmasina ragmen
filogenetik farkliliklari yansitan degisken bélgeler icermektedir. Ozellikle 16S rRNA geni,
PCR temelli calismalar icin korunan alanlarin ve evrimsel kronometreler olarak hareket
eden degisken bolgelerin en izlenebilir kombinasyonunu saglamaktadir ve bu nedenle
filogenetik tanimlamada siklikla tercih edilmektedir®”.
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Bagirsak mikrobiyotasini karakterize etmek icin kullanilan en yaygin ve hassas yontem
16S rRNA'nIn yeni nesil dizileme yontemleri ile analiz edilmesidir. Bu yontemin avantajlari
filogenetik siniflandirmada kantitatif deteksiyon saglamasi, hizli olmasi, bilinmeyen bak-
teriler icin de analizin gerceklestirilebilmesidir; dezavantajlari ise PCR kaynakli teknik so-
runlarin gériilmesinin yani sira, zahmetli ve pahali olmasi ve veri analizi gerektirmesidir®’.

Yaygin kullanilan diger bir yontem ise, kantitatif PCR temelli 16S rRNA'nin amplifikas-
yonudur. Bu calismalarda cift zincire baglanan cesitli floresan boyalar kullanilarak (6rn.
SYBR Green) gercek zamanli olarak amplifikasyon izlenebilir. Bu yontemin avantaji hizli
ve uygun maliyetli bir sekilde kantitatif olarak filogenetik saptama yapmasidir ancak yine
PCR nedenli aksakliklarin olacagi ve bilinmeyen bakterilerin tespit edilemeyecegi, hedefe
yonelik calisma gerektirdigi goz 6ntinde bulundurulmalidir.

gRt-PCR calismalarinda goreceli veya mutlak kantifikasyon analiz yontemleri uygula-
nabilmektedir. Mutlak kantifikasyonda pozitif kontrol araciigiyla bir standart egri cizilerek
bulunan Ct degerleri bu standarta gore islenmekte ve hedef genin tam kopya konsantras-
yonu belirlenmektedir. Goreceli kantifikasyonda ise, hedef gen ile bir referans gen de analiz
edilerek Ct degerlerini normalize edecek bir kalibrator hesaplanmakta ve kalibratére gore
bir numunedeki hedef gen miktari belilenmektedir. Lee ve arkadaslari®®, 16S rRNA'nin
amplifikasyon sonuglarini hem goreceli hem de mutlak yontemlerle karsilagtirmis ve her iki
yontemin avantaj/dezavantaj durumuna ragmen benzer sonuclar sergiledigini gostermistir.
Dolayisiyla mikrobiyota calismalarinda her iki yontemde de tercih edilebilir ancak pozitif
kontrol olarak bilinen bir 6rnegin kullaniimasi calismanin hassasiyeti icin 6n kosuldur.

Bu calismada gorece uygun maliyeti, uygulama kolayligi ve hizli sonug¢ vermesi ne-
deniyle kantitatif PCR yontemi tercih edilmistir. Ancak calismamizin en 6nemli kisitlihgi
goreceli kantifikasyon uygulanirken pozitif kontrol kullanilmamasidir. Burada, 16S rRNA
amplifikasyonu araciliiyla hedef bakteri miktari total bakteri miktarina oranlanarak do-
layli yoldan kantifikasyon yapilmistir ve bu durum ileri konfirmasyonlar gerektirmektedir.
Bir diger kisitlilik ise bakterilerin filum dizeyinde incelenmis olmasidir. Calismamiz filum
dlzeyinde genel manzarayr sunmaktadir; tire 6zgu analizler yapiimamistir. Bu nedenle
FMS klinigine yonelik bir yorum yapmak dogru olmayacaktir. Bu eksiklikler verilerimizin
hassasiyetini azaltmakla birlikte ileride gerceklestirilecek olasi farkli tekniklerle tiire 6zgi
calismalarin 6nunu agmasi bakimindan énemli bulgular icermektedir.

Sonug olarak, calismamizda Bacteriodetes, Firmicutes ve Bifidobacterium filumlari ile
FMS arasinda anlamli iliski bulunmustur. Daha cok sayida bireyi iceren kohortlarda yeni
nesil dizileme teknolojileri kullanilarak yapilacak kapsamli ve ileri arastirmalar fibromiyalji
ile mikrobiyota iliskisini daha carpici bir sekilde ortaya cikarabilir ve olasi tedavi secenek-
lerini degerlendirmede yol gosterici olabilir.
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