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ÖZET


HİPOTİROİDİZMLİ KÖPEKLERDE BAĞIRSAK MİKROBİYOTASINDAKİ DEĞİŞİMLERİN DEĞERLENDİRİLMESİ

Ege Gözde Y. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Veterinerlik İç Hastalıkları, Doktora Tezi, Aydın, 2024. 

Amaç: Yapılan çalışmada hipotiroidi hastası olan 3 ila 7 yaş arasındaki köpeklerde hastalığa bağlı olarak yaşanan mikrobiyal değişimlerin belirlenmesi, hipotiroid için ilaç kullananlar ile daha yeni ilaç tedavisine başlayacak olan hipotiroid hastaları arasındaki farkın gösterilmesi hedeflenmiştir.
Gereç ve Yöntem: Tez kapsamında sağlıklı, önceden tanı alıp ilaç tedavisi devam eden ve henüz yeni hipotiroidizm tanısı olan köpeklerin yer aldığı 3 farklı grup oluşturuldu. Bu hastaların her birinden bir defaya mahsus olmak üzere hemogram, biyokimya ve fekal mikrobiyom örnekleri alındı. Tüm gruplarda yer alan köpeklerden hemogram ve biyokimyasal parametreler ile T4 ve TSH düzeylerinin ölçümleri incelendi. Mikrobiyotadan elde edilen analiz sonuçları istatiksel yöntemler kullanılarak değerlendirildi.
Bulgular: Grup bazında yapılan analizlerde, Grup I’ de sağlıklı köpeklerde Sorangium cellulosum düzeyleri yüksek bulundu. Grup II’ de hipotiroidi hastası köpeklerde Thalassobaculum sp. OXR-137 ve Thermococcus sp. Bubb.Bath türleri yüksek oranlarda görülürken, Grup III’ de Streptomyces marincola bir köpekte yüksek düzeyde, diğer köpeklerde ise Lactobacillus jensenii, Streptomyces sp. KMM 9044, Staphylococcus haemolyticus ve Mycoplasmopsis agalactiae yüksek oranda bulundu. Grup III’ de ayrıca Blautia argi düzeyleri tüm köpeklerde yüksek olarak belirlendi. Aile bazında değerlendirmelerde, Sphingomonadaceae ve Enterococcaceae aileleri tüm köpeklerde değişen oranlarda bulunurken, hipotiroidi hastalarında Lactobacillaceae, Streptomycetaceae ve Bacillaceae ailelerinin oranları farklılık göstermiştir. İlaç tedavisi gören grupta ise Lachnospiraceae ve Enterococcaceae düzeyleri diğer gruplara göre daha yüksek bulundu.


Sonuç: Bu çalışmada, 16S ribozomal RNA analizleri ile hipotiroidizmi bulunan köpeklerde bağırsak mikrobiyotasının metagenomik tanımlanması ile Enterococcaceae ve Sphingomonadaceae bakterilerinin tüm gruplarda bulunduğu, ancak yoğunluklarının değişkenlik gösterdiği tespit edildi. Grup II' de mikrobiyom dengesizliği gözlenirken, Grup III' de mikrobiyom daha dengeli ve yüksek Lactobacillaceae seviyeleri ile karakterize olduğu belirlendi. Acidplasma cupricumulans sadece hipotiroidili köpeklerde bulunmakla birlikte hipotiroidizm ile olan ilişkisinin belirlenmesinde daha fazla araştırmanın yapılması gerekmektedir.
Anahtar Kelimeler: Bağırsak-Endokrin Ekseni, Hipotiroid, Köpek, Mikrobiyota



















ABSTRACT


EVALUATION OF CHANGES IN INTESTINAL MICROBIOTAS IN DOGS WITH HYPOTHYROIDISM

Ege Gözde Y. Aydın Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Veterinary Internal Medicine, PhD Thesis, Aydın, 2024.

Objective: The aim of the study was to determine the microbial changes experienced due to the disease in dogs between the ages of 3 and 7 with hypothyroidism and to show the difference between hypothyroid patients who use medication for hypothyroidism and hypothyroid patients who will just start medication treatment.
Materials and Methods: Within the scope of the thesis, three different groups were created, including dogs that were healthy, previously diagnosed and treated with medication, and dogs that were recently diagnosed with hypothyroidism. Hemogram and biochemical analyzes were performed on dogs in all groups. T4 and TSH parameters were examined. Analysis results obtained from microbiota were evaluated using statistical methods..
Results: Group-based analyses revealed that in Group I, healthy dogs exhibited high levels of Sorangium cellulosum. In Group II, dogs with hypothyroidism showed high levels of Thalassobaculum sp. OXR-137 and Thermococcus sp. Bubb.Bath. In Group III, Streptomyces marincola was elevated in one dog, while other dogs in this group had high levels of Lactobacillus jensenii, Streptomyces sp. KMM 9044, Staphylococcus haemolyticus, and Mycoplasmopsis agalactiae. Additionally, Blautia argi levels were high across all dogs in Group III. Family-level assessments showed that Sphingomonadaceae and Enterococcaceae families were present in varying proportions across all groups, while in hypothyroid dogs, the proportions of Lactobacillaceae, Streptomycetaceae, and Bacillaceae families varied. In the medicated group, Lachnospiraceae and Enterococcaceae levels were higher compared to other groups.
Conclusion: In this study, the metagenomic characterization of gut microbiota in dogs with hypothyroidism was performed using 16S ribosomal RNA analyses. It was found that Enterococcaceae and Sphingomonadaceae bacteria were present in all groups, but their abundances varied. Dysbiosis was observed in Group II, while Group III exhibited a more balanced microbiome characterized by higher levels of Lactobacillaceae. Acidplasma cupricumulans was found exclusively in hypothyroid dogs, but further research is needed to determine its relationship with hypothyroidism.

Keywords: Dog, Gut-Endocrine Axis, Hypothyroidism, Microbiota.
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1. GİRİŞ


[bookmark: _Hlk174727519]Tiroid bezi iki lobdan oluşur ve larinks bölgesinin arkasında trachea üzerinde yer alır. Tiroid hormonları vücutta çeşitli metabolik süreçleri etkiler; bu hormonların eksikliğinde ise birçok organ ve sistemde semptomlar ortaya çıkabilir. Hipotiroidizm, tiroit hormonları olan triiyodotironin (T3) ve tiroksin (T4) düzeylerinin azalması sonucu gelişen ve genellikle orta yaş üzerindeki köpeklerde sıkça görülen bir endokrin bozukluktur. 
Hipotiroidizm, etiyolojik olarak primer, sekonder, tersiyer ve hipopitüiter olarak sınıflandırılmaktadır (Mooney, 2011). Köpeklerde, en sık şekillenen tiroidal bozukluk ise primer hipotiroidizmdir (Ringstad ve diğerleri, 2022). Primer hipotiroidizm, otoimmün tiroid hastalığı (AITD) veya lenfositik tiroidit olarak da bilinmektedir. Primer hipotiroidizmde, tiroit bezine karşı gelişen otoantikorlar sonucu, bağışıklık hücreleri, tiroit bezi hücrelerine saldırarak T3 ve T4 hormonlarının yetersiz düzeyde üretilmesine neden olur (Money, 2011). Hiptiroidzm ile uyumlu klinik bulguları olan ancak tiroid ölçüm parametrelerinin referans değer aralıklarında olduğu tespit edilen ötiroid hastaların teşhisi bu endokrin bozukluğun tanı almasını zorlaştırmaktadır.
Gerek bağırsak mikrobiyotasında şekillenebilecek bir disbiyozun otoimmun hastalıkların temelinde rol oynamasına bağlı gerekse mikrobiyotanın direkt endokrin sistem üzerindeki etkisi sebebiyle mikrobiyal dengede şekillenebilecek bir bozulma direk ve dolaylı yollar ile primer hipotirodizme katkıda bulunmaktadır (Lauritano ve diğerleri, 2007). Son zamanlarda bağırsak mikrobiyotası alanında yapılan araştırmalar; mikrobiyotanın hormon, bağışıklık faktörleri ve metabolitler üreterek multifaktöriyel bir rol oynayabileceğini göstermiştir (Ogbonnaya ve diğerleri, 2015; Yano ve diğerleri, 2015). Artan kanıtlar, bağırsak mikrobiyotasının konak üzerinde beslenme ve metabolizma faaliyetleri dışında, immun hemostazın korunması, yapılandırılması ve yönetilmesi gibi birçok önemli fonksiyonu olduğunu göstermektedir (Virili ve diğerleri, 2018). Hem beşerî hem veteriner sahadaki bağırsak-tiroid ekseni ile ilgili araştırmalar her gün giderek yoğunlaşmaktadır (Knezevic ve diğerleri, 2020).
[bookmark: _Hlk172641355][bookmark: _Hlk154827898][bookmark: _Hlk172641349]Tiroid metabolizmasında şekillenen bir endokrin bozukluğun, tiroit hormonlarının nörolojik ve düz kas fonksiyonu üzerindeki etkileri ile bağırsak motilitesini etkileyebileceği bilinmektedir (Buhl ve diğerleri,1996; Kissel ve Mendell, 1992). Yapılan birçok farklı çalışmada hipotiroidzmin, ritmik kolonik aktivite sıklığının azalması ve daha yavaş gastrointestinal geçiş süresi ile ilişkili olabileceğini göstermektedir (Goto ve diğerleri, 1992; Shafer ve diğerleri, 1984). Hashimato hipotiroidi bulunan insan hastalarda, bağırsak mikrobiyotasının karakterizasyonu yapıldığında, bağırsak mikrobiyotasının değiştiği görülmüş, bununda daha uzun gastrointestinal geçiş süresi ile ilgili olduğu anlaşılmıştır (Lauritano ve diğerleri, 2007; Zhao ve diğerleri, 2018). Gastrointestinal geçiş süresi, tiroid hormonlarının enterohepatik döngüsünü ve T4’ün kimyasal formu olan levotiroksinin (L-T4) biyoyararlanımını etkiler. Oral L-T4 takviyesinin etkinliği, mikrobiyotanın oksidasyon yoluyla tiroid hormonlarını ne ölçüde bozduğuna bağlı değişebilmektedir. Gastrointestinal sistemde (GİS) gelişebilecek bakteriyel aşırı çoğalmanın, mikrobiyom değişikliklerine bağlı olarak daha yüksek dozda L-tiroksin kullanımını gerektirebileceği düşünülmektedir. (Lauritano ve diğerleri, 2007).
[bookmark: _Hlk154828104][bookmark: _Hlk172641392]Mikrobiyal fermantasyon ürünleri, özellikle kısa zincirli yağ asitleri (SCFA), enterositler için bir enerji kaynağı olarak hizmet edebilir. Tiroid hormonları ile birlikte SCFA’lar enterosit farklılaşmasını arttırarak, hücreler arası sıkı bağlantıları güçlendirir (Goto ve diğerleri, 1992). Mikrobiyota ve mikro besinlerin tiroid fonksiyonları ile tiroidal ilaçlar üzerindeki etkileri dikkate alındığında, tiroid hastalıklarının yönetimi için yenilikçi tedavi yöntemleri geliştirilebilir. Ayrıca, tedavi yaklaşımları bağırsak mikroflorası ve kompozisyonlarına göre bireyselleştirilebilir. İnsanlarda gelecekteki ayrıntılı araştırmalar, bağırsak mikrobiyotasının tiroid fonksiyonu ve hastalıkları üzerindeki etkisini betimlemek için özellikle önemlidir (Virili ve diğerleri, 2018).
Bağırsak mikrobiyotasının, tiroid dokusu da dahil olmak üzere birçok doku ile çift yönlü bir iletişim içinde olduğu ve bu iletişimin, şekillenen disfonksiyonlarda rol oynadığı yapılan birçok çalışma ile ortaya konmuştur. Bağırsak mikrobiyotasında şekillenen sorunlar, tiroidal rahatsızlıklarda temel bir rol oynamaktadır. İnsanlarda yapılan birçok çalışmayla bağırsak mikrobiyotasının gerek nutrisyonel etkileri gerekse olası disbiyoza bağlı olarak artan geçirgenlikle birlikte, özellikle lenfositik tiroidit ve Graves gibi immun kaynaklı hastalıkların patogenezinde rol oynayabileceği bilinmektedir (Gianoukakis ve diğerleri, 2008; Pyzik ve diğerleri 2015).
Bağırsakta bulunan mikroorganizmalar, sindirim sürecine yardımcı olur, bağışıklık sistemini destekler ve çeşitli metabolik işlevlere katkıda bulunur. Çeşitli nedenlerle bağırsak florasında oluşabilecek bir dengesizlik veya disbiyozis meydana gelebilir. Köpeklerde disbiyozis, birçok faktörden etkilenebilir. Bunlar arasında stres, yanlış beslenme, antibiyotik kullanımı, parazitler, enfeksiyonlar, bağırsak irritasyonu ve sindirim sistemi hastalıkları sayılabilir. Bu faktörler, normal bağırsak florasındaki yararlı bakteri popülasyonunu azaltabilir veya patojen mikroorganizmaların aşırı çoğalmasına neden olabilir. 
[bookmark: _Hlk154830256]Bağırsak duvarının artan geçirgenliği, mikrofloranın dengesizleşmesine ve bozulmasına yol açarak disbiyozis olarak bilinen durumu tetikler. Evcil hayvanlarda mikrobiyotada şekilenen disbiyozun değerlendirilmesi adına, disbiyoz indeksi olarak nitelendirilen, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli bir test yapılmaktadır. Bu bağlamda, bağırsak mikrobiyotasındaki temel yedi bakteri taksonu için referans aralığı oluşturulmuştur. 
Yapılan araştırmalar, sağlıklı bir köpeğin mikrobiyomunun, insan mikrobiyomuna, domuz veya fare mikrobiyomundan daha yakın olduğunu göstermektedir (Coelho ve diğerleri, 2018). Sağlıklı köpeklerde, mikrobiyomda Fusobacterium, Bacteroidetes ve Firmicutes yüksek düzeylerde bulunurken, Proteobakteriler ve Actinobacteria daha düşük oranlarda yer alır (Alessandri ve diğerleri, 2020; Salas-Mani ve diğerleri 2018). Şekil 1’de sağlıklı köpeklerde bağırsak mikrobiyotasında bulunan bakteriler şematize edilmektedir.








[image: ]
Şekil 1. Sağlıklı köpeklerde temsili dışkı mikrobiyotası (Hashimoto-Hill ve Alenghat, 2021).

Firmicutes ve Bacteroides, köpeklerin bağırsak florasında yaygın olarak bulunur. Firmicutes grubu bakteriler, selüloz ve diğer kompleks karbonhidratları parçalayarak SCFA’lar gibi önemli ürünleri fermente ederler. Kısa zincirli yağ asitleri, bağırsak epitel hücrelerinin beslenmesine yardımcı olur, bağırsak mukozasının sağlığını korur ve bağışıklık sistemini destekler (Schwiertz ve diğerleri, 2010). Bacteroides grubu bakteriler ise proteinler ve diğer organik maddeleri parçalayarak, besinlerin sindiriminde ve bağışıklık sisteminin düzenlenmesinde önemli bir rol oynar. Ayrıca, bağırsak florasında dengeyi koruyarak patojen bakterilerin çoğalmasını önlemeye yardımcı olur (Ley ve diğerleri, 2006). Firmicutes ve Bacteroides arasında ki denge, sağlıklı bir bağırsak florasının işaretidir. Bu dengenin bozulması, disbiyozis gibi durumların ortaya çıkmasına neden olabilir (Chun ve diğerleri, 2020). Örneğin, Firmicutes ve Bacteroides popülasyonundaki azalma; obezite, irritabl bağırsak sendromu ve inflamatuar barsak hastalığı gibi durumlarla ilişkilendirilmiştir (Madhogaria ve diğerleri, 2022). 
Planlanan bu araştırma ile hipotriodizm gösteren ve hiç ilaç kullanılmamış, tanı almış ve ilaç kullanan hayvanlar ile sağlıklı köpeklerin mikrobiyota bazındaki değişimlerinin değerlendirilmesi amaçlandı.	
























2. GENEL BİLGİLER


2.1. Köpeklerde Hipotiroidizm

[bookmark: _Hlk172662230]Köpeklerde tiroid bezi; ilk birkaç tracheal halkanın ventral yüzünde, orta hatta yer alır. Ön hipofiz bezinden salınan tiroid stimüle edici hormon (TSH) tarafından uyarılan hipofiz bezi T3, T4 ve kalsitonin hormonlarının salınımını uyarır (Şekil 2). Tiroid hormonları vücutta birçok metabolik faaliyetten sorumludur. Hipotiroidizm ise T3 ve T4 düzeylerinin azalmasına bağlı olarak şekillenen ve çeşitli klinik bulgulara sebep olan bir endokrin rahatsızlıktır.

[image: ]
 
[bookmark: _Hlk172662271]Şekil 2. Tiroit hormonunun sentez şeması (rT3: Serbest T3) (McCann, 2015).

Köpeklerde yaygın bir endokrin bozukluğu olarak kabul edilmesine rağmen, bildirilen prevalans oranı %0,2 ile %0,8 arasında değişmektedir. (Dixon ve diğerleri, 1999; Panciera, 1994). Genellikle 7 yaşından büyük köpeklerde daha sık görülmektedir (Graham ve diğerleri, 2007). Golden Retriever, Doberman Pinscher, Labrador, Cocker Spaniel gibi ırklar hipotiroide predispozedirler. 

2.1.1. Etiyoloji

Hipotiroidizm, hipotalamik-hipofiz-tiroid ekseninin herhangi bir noktasında gelişen defekt nedeniyle ortaya çıkar. Doğuştan veya edinsel olarak gelişmekle birlikte edinsel forma daha sık rastlanmaktadır. Konjenital form, köpeklerde ve kedilerde nadiren şekillenir ve teşhisi zordur. Bu durum gerçek insidansın belirlenmesini de olumsuz etkilemektedir. 
[bookmark: _Hlk172662346]Köpeklerde konjenital hipotiroidizmin belgelenmiş nedenleri arasında tirotropin salgılatıcı hormon (TRH) veya TSH eksikliği, TSH’a yanıt verilememesi, tiroid disgenezisi ve iyot eksikliği yer alır (Bojanić ve diğerleri, 2011). Edinsel hipotiroidizm; primer, sekonder veya tersiyer olarak görülebilir. Tiroid bezi ile ilişkili olarak şekillenen bir anormalliğe bağlı gelişen hipotiroidi primer, TSH salgısının azalmasına bağlı gelişen sekonder, TRH eksikliğine bağlı gelişen tersiyer olarak sınıflandırılır (Scott-Moncrieff, 2015). Tablo 1’de etiyolojik sınıflandırmalar ve bunların sebepleri kısaca özetlenmektedir.

Tablo 1. Hipotiroidizmin etiyolojik sınıflandırması ve nedenleri (Scott-Moncrieff, 2015).
	Kongenital
	Primer Hipotiroidizm
	Sekonder Hipotiroidizm
	Tersiyer Hipotiroidizm

	Tiroid bezi disgenesisi
	Lenfositik tiroiditis
	Neoplazi
	Kongenital hipotalamus bozuklukları

	Dishormonogenesis
	İdeopatik atrofi
	Hipofiz bezi kist
	Hemoraji

	Tiroid hormonu transportunda şekillenen kusurlar
	Neoplastik yıkımlanmalar
	Hipofiz bezi yıkımlanmaları
	Apse

	İyot yetersizliği
	İyot yetersizliği
	TSH molekül kusurları
	Granuloma

	Maternal Antikor
	İatrojenik (Radyoaktif iyot tedavisi, antitiroidal ilaçlar…)
	İatrojenik (Glukokortikoid, radyasyon tedavisi…)
	TRH-Tirotropin reseptör etkileşiminde şekillenen sorunlar



Primer hipotiroidizm, köpeklerde en sık görülen hipotiroidizm nedenidir. Temel olarak, lenfositik tiroidit ve idiyopatik tiroid bezinin atrofisi olmak üzere iki ana sebebi vardır. İdiyopatik atrofide, inflamatuar hücrelerin göçü ve tiroid dokusunun kaybı sonrasında yerini adipoz bağ dokusu alır. Etiyolojisi bilinmeyen bu durum, genellikle dejeneratif bir süreç olarak kabul edilse de otoimmün bir tepki olabileceği düşünülmektedir. Bu nedenle hastalığın, lenfositik tiroiditin ileri bir evresi olup olmadığı konusunda tartışmalar bulunmaktadır. (Gosselin ve diğerleri, 1981).
[bookmark: _Hlk172663204]Lenfositik tiroidit, lenfositler, makrofajlar ve plazma hücrelerinin göçüyle oluşan multifokal veya yaygın infiltrasyonla tanımlanan bir hastalıktır. Hormon salınımı öncesi, foliküler hücreler normalde küboid iken, tirotropin veya TSH etkisiyle kolumnar hale gelir ve bazal membran kalınlaşır (Gosselin ve diğerleri, 1981; Lucke ve diğerleri, 1983). Lenfositik tiroidit, zamanla normal tiroid dokusunun progresif yıkımı sonucunda fibröz bağ dokusu gelişimi ile karakterizedir. Etiyolojisi immun aracılı olmakla birlikte, altta yatan neden belirsizdir. Dolaşımdaki tiroglobulin otoantikorları (TgAA), lenfositik tiroidit tanısında önemli bir belirteç olarak kabul edilir.
Lenfositik tiroidit, yavaş ilerleyen bir hastalıktır. Hipotiroidizmin açık belirtileri, tiroid bezinin %75'i yıkımlandıktan sonra ortaya çıkar. Köpeklerde lenfositik tiroidit, tiroid bezinin histopatolojik bulguları ile birlikte TgAA ve tiroid hormonları (TSH, T3 ve T4) konsantrasyonlarına dayanarak evrelendirilebilir. Bu sınıflandırma sistemi, lenfositik tiroiditin varlığını dolaşımdaki TgAA düzeyinin değerlendirilmesi yoluyla kanıtlamaya dayanmaktadır (Tablo 2).

Tablo 2. Köpeklerdeki lenfositik tiroiditin evrelendirilmesi (Scott-Moncrieff, 2015)
	Evre
	Histopatoloji
	TgAA
	TSH
	T3/T4

	Sessiz
	Periferal infiltrasyon, temel bulgular normal
	Pozitif
	Normal
	Normal

	Subklinik
	İnfiltrasyon alanı yaygınlaşmış
	Pozitif
	Artmış
	Normal

	Klinik

	Bezin %75’inden fazlasında yıkımlanma
	Pozitif
	Artmış
	Azalmış

	
	Tiroid dokusunun tamamına yakını yıkımlanmış minimal infiltre alanlar
	Negatif
	Artmış/Azalmış
	Azalmış



Yapılan bir çalışmada, tüm tiroid dokusunun tamamen yok edilmesinin, immün stimülasyonda azalmaya, histolojik olarak tiroid dokusunun yok olmasına ve bu durumun da oto-antikor negatifliğine dönüşmesine yol açacağı görülmüştür. Birkaç bireysel vakada, tiroid atrofisine dönüşen lenfositik tiroiditin histopatolojik kanıtı söz konusudur (Conaway ve diğerleri, 1985). Bu “TgAA-pozitif ise lenfositik hipotiroidizm” olduğu düşüncesinin, “TgAA-negatif ise tiroid atrofisine dönüşmüş bir lenfositik tiroidit olabileceği” düşüncesine dair ikna edici kanıtlar vardır (Graham ve diğerleri, 2007).
[bookmark: _Hlk155102609][bookmark: _Hlk172663247]İnsanlarda otoimmün tiroid hastalığının gelişimi için birkaç farklı genetik risk faktörü tanımlanmıştır ancak hiçbiri tüm vakalarda artan duyarlılık göstermez. Birçok köpek ırkında hipotiroidizm ve lenfositik tiroidit için majör histo-uyumluluk kompleksi (MHC), köpek lökosit antijeni (DLA), haplotipi veya allel ilişkileri tanımlanmıştır. Böyle bir allellin varlığının tüm ırklarda duyarlılık göstermediği gerçeği, ilişkilerin karmaşıklığının altını çizmektedir (Wilbe ve diğerleri, 2010).

2.1.2. Klinik Bulgular

Tiroid metabolizmasında şekillenebilecek bir bozukluk, hemen hemen tüm organ ve sistemlerin faaliyetini etkiler. Tiroid bezinin yıkımı tipik olarak yavaş ilerler. Klinik belirtilerin başlangıcı kademeli veya ilk aşamada belirsiz olabilir. Bu belirtiler oldukça çeşitlidir ve farklı köpek ırkları arasında değişiklik gösterebilir.
Yetişkin köpeklerde, hipotiroidizmin en belirgin klinik belirtileri, hücresel metabolizma hızının azalması ve dermatolojik belirtilerdir. Örneğin, hastalığın klinik ve histolojik özellikleri farklı ırklar arasında değişiklik gösterir ve deri üzerinde kıl döngüleri ile foliküler morfolojide belirgin farklılıklar ortaya çıkabilir. (Credille ve diğerleri, 2001). Tiroid hormonları, bunlar dışında, kardiyovasküler, nöromüsküler, gastrointestinal ve üreme sistemini etkileyebilir (Tablo 3).





Tablo 3. Yetişkin köpeklerde hipotiroidizmin klinik belirtileri (Kisielewicz ve diğerleri, 2014; Scott-Moncrieff, 2015; ADÜ Hayvan Hastanesi arşivi). 















		
















2.1.2.1.  Metabolik Bulgular

Hipotiroidizmi bulunan köpeklerde en çok görülen klinik bulgu metabolizma hızındaki yavaşlamaya bağlı ortaya çıkan semptomlardır. Mental durgunluk, laterji, egzersiz intolerans, soğuk intolerans ve gıda tüketiminde bir artış şekillenmeksizin görülen kilo artışı diğer metabolik bulgulardandır. Hipotiroid sorunu olan köpeklerin yaklaşık %40’ında obezite görülmektedir (Scott-Moncrieff, 2015). Metabolik belirtiler genellikle başlangıçta kademeli olarak ortaya çıkar ve oldukça belirsizdir; bu nedenle uzun süre fark edilmeyebilir. Bazı durumlarda, bu klinik belirtiler anamnez ve fiziksel muayenede gözden kaçabilir. Tiroid hormonu takviyesinin başlatılmasından sonraki 7 ila 10 gün içinde iyileşmeler görülmeye başlar.

2.1.2.2. Dermatolojik Bulgular

Köpeklerde gelişen hipotiroidizm vakalarının yaklaşık %60 ila %80'inde deri ve tüy yapısında anormallikler gözlemlenir. Dermatolojik bulgular çeşitli olabilir ve köpeğin cinsine, hastalığın ciddiyetine ve süresine bağlı olarak değişiklik gösterebilir. Hipotiroidizmin tipik belirtisi, gövdede bilateral simetrik, kaşıntısız alopesidir. Tiroid hormonu, kıl foliküllerinin sağlıklı büyümesinde önemli rol oynar; hormon eksikliği, kıl köklerinin kıl döngüsünün telojen fazına erken girmesine yol açabilir. Bu durum, tüylerin çıkmamasına ve aşırı dökülmeye, sonuç olarak da alopesiye neden olabilir. Köpeklerde hipotiroidizm, azalan deri yağ asitleri ve Prostaglandin E2 konsantrasyonları ile ilişkilendirilmiştir; bu durum yağ bezi atrofisine, hiperkeratoz, pullanma, seboreik dermatit ve kuru ve mat tüylerin oluşumuna yol açabilir (Campbell ve Davis, 1990). Hipotiroidi olan köpeklerde, tüyler kesildikten sonra genellikle tekrar uzamaz (Scott-Moncrieff, 2015). Hipotiroidizmin erken evrelerinde, tüy dökülmesi genellikle asimetrik olup, kaudal bölge, ventral göğüs kafesi, kuyruk tabanı ve kuyruk gibi aşırı yıpranmış veya baskılanmış bölgelerde ortaya çıkar (sıçan kuyruğu) (Resim 1 ve 2). 

[image: memeli, köpek, ev hayvanı, köpek cinsi içeren bir resim

Açıklama otomatik olarak oluşturuldu]
Resim 1. Okulumuz kliniğine getirilen, 6 yaşlı, erkek, hipotiroidizm tanılı bir Pomerian hastanın dermatolojik bulgularına ilişkin görsellere yer verilmiştir (ADÜ hayvan hastanesi arşivi)
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Açıklama otomatik olarak oluşturuldu]
Resim 2. Hipotiroidzm tanısı almış bir köpekte, tedavi öncesi (a) kuyrukta şekillenen tüy dökülmesi (sıçan kuyruğu) ile tedavi sonrası (b) görüntüsü karşılaştırmalı olarak gösterilmektedir (Spence, 2022).


Şiddetli hipotiroidizm vakalarında, dermiste su moleküllerini çeken higroskopik glikozaminoglikan ve hiyalüronik asit birikebilir. Bu durum, cildin kalınlaşmasına ve elle muayenede çukurlaşmayan ödeme yol açabilen miksödem veya kutanöz müsinoz olarak adlandırılan semptoma sebep olur (Doliger ve diğerleri, 1995). Miksödemin nadir bir komplikasyonu olan kutanöz müsinöz vezikülasyondur.
Tiroid hormonunun bağışıklık yanıtının gelişiminde rol aldığı düşünülmektedir. Tiroid hormonunun yetersizliği, humoral immün reaksiyonları baskılar, T hücre fonksiyonunu bozar ve dolaşımdaki lenfositlerin sayısını azaltabilir. Hipotiroidizmi olan köpeklerde, papüller, püstüller, epidermal lezyonlar ve/veya fokal alopesi gibi yüzeysel bakteriyel enfeksiyonlar (folikülit, yüzeysel yayılan piyoderma, impetigo) gelişebilir. Bu tür enfeksiyonlara genellikle Staphylococcus spp. neden olur (Duclos ve diğerleri, 1994).

2.1.2.3. Nörolojik Bulgular

Hipotiroidizmde periferik ve merkezi sinir sistemi etkilenebilir (Bichsel ve diğerleri, 1988; Jaggy ve diğerleri, 1994; Indrieri ve diğerleri, 1987). Hipotiroidizm tanısı konmuş köpeklerde; egzersiz intoleransı, zayıflık, ataksi, felç ve spinal reflekslerde azalma gibi belirtilerle karakterize edilen yaygın periferik nöropati bildirilmiştir.
Hipotiroidi hastalarında görülen nörolojik bulguların müsinöz birikimine bağlı iletim kusurlarına, bozulmuş Schwann hücre metabolizmasına bağlı demiyelinizasyona, kan-sinir bariyerindeki değişikliklere bağlı vasküler sinir hasarına ve aksonal hücre taşınmasındaki bozukluklara neden olabileceği düşünülmektedir. Hipotiroidizm ile periferik sinir disfonksiyonu arasındaki ilişkiye dair çok sayıda rapor olmasına rağmen hipotiroidili bir köpek modelinde deneysel olarak periferik nöropati oluşturulamaması nedeniyle neden-sonuç ilişkisi tam olarak anlaşılamamıştır. İmmün sistemde meydana gelebilecek dengesizliklerin, periferik nörolojik anormalliklerin patogenezinde rol oynayabileceği öne sürülmüştür (Rossmeisl, 2010).  
Miksödem koma; derin güçsüzlük, hipotermi, bradikardi, stupora ve ardından komaya ilerleyebilen bilinç düzeyinde azalma ile karakterize, oldukça nadir görülen bir şiddetli hipotiroidizm sendromudur (resim 3) (Atkinson ve Aubert, 2004; Henik ve Dixon, 2000). Miksödem, dermiste asit ve nötr mukopolisakkaritlerin ve hiyalüronik asidin birikmesinden kaynaklanır bu da suyu bağlar ve cildin kalınlığının artmasına neden olur. Miksödem ağırlıklı olarak alın, göz kapakları ve dudakları etkiler ve hipotiroid olan köpeklerde tanımlanan klasik “trajik yüz ifadesinin” gelişimine katkıda bulunur. Laboratuvar bulguları arasında hiperlipidemi, hiperkolesterolemi ve rejeneratif olmayan anemi bulgularına ek olarak hipoksemi, hiperkarbi, hiponatremi ve hipoglisemiyi içerebilir. Serum tiroid hormon konsantrasyonları genellikle aşırı derecede düşüktür veya saptanamaz; serum TSH konsantrasyonu değişkendir ancak tipik olarak artar. Genellikle hızlandırıcı bir olay olarak hipotermi veya enfeksiyon mevcuttur. Ölüm oranı, muhtemelen geç tanı konulması ve eşzamanlı hastalık nedeniyle yüksektir.
[image: köpek cinsi, memeli, köpek, ev hayvanı içeren bir resim

Açıklama otomatik olarak oluşturuldu]
Resim 3. Hipotiroidi tanısı almış bir köpekte şekillenen miks ödem tablosu (a) ile tedavi sonrası görünümünün (b) karşılaştırmalı bir fotoğrafı yer almaktadır (Spence, 2022).

2.1.2.4.  Reproduktif Bulgular

Hipotiroidizmi bulunan köpeklerde görülen reproduktif bulguların başında; kısırlık, abort ve hiperprolaktinemi gibi bulgular yer almaktadır. Hipotiroidi hastalarında tiroid hormon eksikliğine bağlı olarak TRH sekresyonunda artışa bağlı olarak prolaktin üretimini uyarması sonucu hiperprolaktineminin geliştiğine inanılmaktadır (Resim 4) (Chastain ve Schmidt, 1981). Tiroid bezi fonksiyonunun değerlendirilmesi, dişi köpeklerin infertilite, fetal rezorpsiyon veya periparturient mortalite açısından değerlendirilmesinin bir parçası olarak önerilir ancak hipotiroidizmin üreme yetmezliğinin nadir bir nedeni olduğu görülmektedir (şekil 3). 
[image: ][image: ]Resim 4. Kliniğimize getirilen, 5 yaşlı dişi Dachshund ırkı köpekte obezite ve hipotiroidizmin sebep olduğu hiperprolaktinemi. (ADÜ hayvan hastanesi arşivi)
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Şekil 3. Otoimmun hipotiroidi olan dişilerde, infertilite ve abortun altında yatan patofizyolojik mekanizmaların şematik gösterimi. Kesikli çizgiler, infertilite üzerindeki etkilerine ek olarak (D vitamini ve T hücre disfonksiyonu) otoimmün tiroide katkıda bulunan faktörleri gösterir (Twig ve diğerleri, 2012).
2.1.2.5.  Kardiyovasküler Bulgular

Köpeklerde hipotiroidizme bağlı kardiyovasküler sistem disfonksiyonu ile ilgili klinik belirtiler nadirdir. Klinik muayenede, hipotiroidizmi olan köpeklerde bradikardi ve zayıf bir apex vurumu gözlemlenebilir. Hipotiroidizm ile ilişkili kardiyovasküler sorunlar nadir görülse de bildirilen vakalar vardır. (Panciera, 2001). Daha yaygın olarak, elektrokardiyografi veya ekokardiyografide fonksiyonel anormallikler tanımlanabilir. Elektrokardiyografik bulgular arasında sinüs bradikardisi, P ve R dalgalarının amplitüdünde azalma, T dalgalarının inversiyonu ve birinci derece ve ikinci derece atriyoventriküler blok bulunabilir. Ekokardiyografik olarak ise uzamış ön ejeksiyon süresi, aort çapında artış ve fraksiyonel kısalma gibi bulgular gözlenebilir. (Panciera, 1994; 2001). Kardiyak anormallikler genellikle tiroid hormonu takviyesi ile geri döndürülebilir, ancak normal kardiyovasküler fonksiyonun eski haline gelmesi aylar sürebilir. 
İdiyopatik dilate kardiyomiyopatisi ve kalp yetmezliği olan köpeklerde, serum tiroid hormon konsantrasyonları bazal seviyeden düşük olabilir ancak bu köpeklerin çoğunda tiroid bezi TSH'ye yanıt verebilir. Bu durum, düşük tiroid hormon konsantrasyonlarının hipotiroidizmden ziyade tiroid dışı bir hastalığa bağlı olabileceğini düşündürmektedir. Bir vaka raporu, dilate kardiyomiyopati ile eşzamanlı hipotiroidizmi olan iki Danua ırkı köpekte, T4 tedavisinden sonra uzun vadeli bir iyileşme belgelemiştir ancak iyileşme süreci zaman alabilir. (Phillips ve Harkin, 2003). 
Perikardiyal hastalıkların hipotiroidizm ile ilişkilendirildiği bildirilmiştir. Yapılan bir çalışmada, 9 yaşındaki bir köpekte hipotiroidizmle ilişkili olarak aort tromboembolizmi ve perikardial efüzyonun eş zamanlı olarak tespit edildiği ve L-T4 takviyesi sonrasında düzeldiği rapor edilmiştir. (MacGregor ve diğerleri, 2004).

2.1.2.6.  Oküler Bulgular

Hipotiroidi bulunan köpeklerde oküler belirtiler nadir görülür ve genellikle hiperlipidemiye sekonder olarak ortaya çıkar. Hipotiroidi tanısı alan bazı Alman Çoban köpeklerinde, hiperlipidemiye ek olarak korneal lipid birikimi geliştiği tespit edilmiştir. (Crispin ve Barnett, 1978). Hipotiroidi bulunan köpeklerde, kornea ülserasyonu, üveit, aköz hümör lipid efüzyonu, sekonder glokom, retinal lipemi, retina dekolmanı, keratokonjonktivit sicca (KCS) ve Horner sendromu görüldüğü bildirilmiştir (Gosselin ve diğerleri, 1981; Kern ve Riis, 1980; Kern ve diğerleri, 1989; Peruccio, 1982). Yapılan bir çalışmada deneysel olarak hipotiroidizm oluşturulan köpeklerde, 6 aylık bir süre boyunca, oküler belirtilerin görülmediği bildirilmiştir (Miller ve Panciera 1994). Başka bir çalışmada ise hipotiroidi tanısı konmuş köpeklerde, kontrol grubuna kıyasla, lakrimal sıvı üretiminde azalma olduğu belgelenmiştir. Değerlendirilen 12 köpekten sadece 2'sinde KCS’nin klinik belirtileri görülmüştür. (Williams ve diğerleri, 2007).

2.1.2.7.  Gastrointestinal Bulgular

Hipotiroidi olan köpeklerde sindirim sistemiyle ilgili klinik belirtiler tanımlanmış olmakla birlikte, bu durum yaygın değildir. Kabızlık, muhtemelen elektrolit aktivitesindeki değişiklikler ve metabolik faaliyetlerin yavaşlamasıyla ilişkilendirilebilir. Bazı köpeklerde hipotiroidizm dışı hastalık rapor edilmiş olsa da nedeni tam olarak anlaşılamamıştır.
 
2.1.2.8.  Koagulasyon Tendidansı

Hipotiroidizm, insanlarda pıhtılaşma sisteminde çeşitli anormalliklere yol açabilir, bunlar faktör VIII ve IX konsantrasyonunda azalma, von Willebrand faktörü düzeyinde azalma ve trombosit agregasyonunda azalmayı içerebilir (Dalton ve diğerleri, 1987; Hymes ve diğerleri, 1981; Rogers ve diğerleri, 1982). Bu anormallikler, hipotiroidizmi olan bazı insanlarda görülen kolay morarma belirtilerinin nedenlerinden biridir.

2.1.3. Tanı

Hipotiroidizm, klinik semptomların genellikle spesifik olmaması, yanlış pozitiflik riski ve yüksek test maliyetleri nedeniyle teşhis açısından zorlu bir hastalıktır. Hipotiroidizm ile ilişkili laboratuvar değişiklikleri genellikle spesifik olmayıp, diğer birçok hastalıkta da görülebilir. Ancak, uygun klinik belirtiler gösteren bir hayvanda bu değişikliklerin varlığı, diğer olası seçeneklerin dışlanmasında yardımcı olabilir ve bu nedenle hipotiroidizm teşhisinde ek tahlil yöntemleri olarak kullanılabilir.
Hipotiroidizmin değerlendirilmesinde klinik bulgular önemli olsa da temel kriter, hormon ölçümleridir. Hemogram ve biyokimyasal parametreler genellikle spesifik olmayabilir. Kan analizlerinin yanı sıra, tiroid dokusunun ve yapısal formasyonun değerlendirilmesi için ultrason, radyografi ve nükleer görüntüleme yöntemleri de kullanılmaktadır.

2.1.3.1.  Hemogramın Değerlendirilmesi

Hipotiroidizm tanısı konmuş köpeklerin yaklaşık %30'unda normositik, normokromik ve rejeneratif olmayan bir anemi rapor edilmiştir (Panciera, 2001). Bu aneminin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, azalmış eritrosit üretimine bağlı olduğu düşünülmektedir. Eritropoietin hormonunda azalma, eritroid progenitör yanıtının azalması ve tiroid hormonunun erken hemopoetik pluripotent kök hücreler üzerinde doğrudan etkisi, aneminin gelişimine katkıda bulunabilir (Scott-Moncrieff, 2015).
Eritrositlerin yaşam süresi hipotiroidizm ile ilişkilendirilmese de, tiroid hormonu eksikliğiyle ilişkili hiperkolesterolemi ve buna bağlı olarak eritrosit membranındaki kolesterol düzeyinin artmasıyla ilişkili olabilir. Ayrıca, hipotiroidizmi bulunan köpeklerde trombosit sayıları ve morfolojilerinde değişiklikler görülebilir.

2.1.3.2.  Biyokimyasal Değerlendirme

Hipotiroid köpeklerin yaklaşık %75'inde biyokimya panelinde gözlenen anormalliklerden biri açlık hiperkolesterolemisidir (Scott-Moncrieff, 2015). Tiroid hormonları, lipid metabolizmasının sentezi, mobilizasyonu ve yıkımı gibi neredeyse tüm yönlerini etkiler. Hipotiroidizmde lipid sentezi ve yıkımı baskılanır, bu da plazma lipidlerinin birikmesine ve ateroskleroz gelişimine katkıda bulunabilir (Hess ve diğerleri, 2003).
Konjenital veya primer hipotiroidizmi olan bazı köpeklerde hafif düzeyde hiperkalsemi bildirilmiştir (Lobetti, 2011). Hipotiroidi olan çocuklarda hiperkalseminin artmış bağırsak emilimine ve azalmış idrarla kalsiyum atılımına bağlı olarak geliştiği gösterilmiştir. Hiponatremi ise miksödem koması olan köpeklerde görülebilir (Atkinson ve Aubert, 2004; Henik ve Dixon, 2000).
Hipotiroidizmli köpeklerde, serum laktat dehidrojenaz (LDH), aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve alkalin fosfataz (AP) düzeylerinde hafif ila orta derecede artış gözlenebilir. Bu artışlar hipotiroid miyopati ile ilişkili olabilir. Deneysel olarak indüklenmiş hipotiroidizmi olan köpekler ile yapılan bir çalışmada, kreatin kinaz, AST ve LDH düzeylerindeki artışlarla ilişkili subklinik miyopati, hipotiroidizmin indüklenmesinden sonraki 6 ay içinde belgelenmiştir (Rossmeisl ve diğerleri, 2009).

2.1.3.3.  İdrar Analizlarinin Değerlendirilmesi

Hipotiroidili köpeklerde idrar tahlili sonuçları genellikle normaldir. Lenfositik tiroiditi olan köpeklerde, eşzamanlı immün kompleks glomerülonefrit, proteinüriye neden olabilir (Mansfield ve Mooney, 2006). 

2.1.3.4.  Radyografi ve Ultrasonografi Değerlendirmeleri

Servikal radyografi, tiroid bezinin durumunu değerlendirmede tiroid neoplazisinden şüphelenilmediği sürece yetersizdir. Konjenital hipotiroidizmde ise, radyografik bulgular arasında gecikmiş epifizyal kemikleşme, kısa ve geniş kafa yapısı, kısalmış omur gövdeleri ve olgunlaşma gecikmeleri gözlenebilir (Greco ve diğerleri, 1991; Mooney ve Anderson, 1993; Saunders ve Jezyk, 1991).
Köpeklerde, gerçek zamanlı ultrasonografi ile tiroid bezi tanımlanabilir; boyutu, şekli ve dokusunun yoğunluğu belirlenebilir (Resim 5). Ultrasonografi, özellikle tiroid neoplazileri şüphesi olan vakalarda iğne biyopsisi için rehberlik sağlamak amacıyla yaygın olarak kullanılır. Ayrıca, ultrason, hipotiroidizmi ve ötiroid hasta sendromunu ayırt etmede de yardımcı olabilir. Normal tiroid bezleri homojen görüntüde olup, hiperekoik kapsül ile iyi sınırlanmıştır. Parankim bölgesi hiperekoiktir ve büyüklüğü köpeğin boyutuyla orantılıdır (Brömel ve diğerleri, 2006).
Sağlıklı köpeklerde tiroid lobu, enine kesitte üçgen veya oval bir iğ şekline sahiptir. Hipotiroid ve ötiroid köpeklerde ise tiroid lobları boyut ve ekojenite açısından farklılık gösterir; bu özellikler ayırıcı tanıda kullanılabilir (Brömel ve diğerleri, 2005; Reese ve diğerleri, 2005). Hipotiroid köpeklerde tiroid lobları genellikle enine düzlemde yuvarlak veya oval şekildedir. Bu loblar, çevreleyen kaslara göre hipoekoik (düşük yoğunluklu) olup, vücut boyutuna göre küçük hacim ve kesit alanına sahiptir (Taeymans ve diğerleri, 2007). Yapılan bir çalışma, tiroid hacmi ve kesit alanı ölçümlerinin hipotiroidizm tanısında %96 oranında tanısal özgüllük sağladığını bildirmiştir (Reese ve diğerleri, 2005). Hipotiroidizmin erken dönemlerinde, tiroid lobları ultrason muayenesinde, nispeten normal görünebilir.
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Resim 5. Fakültemiz iç hastalıkları kliniğine getirilen, Pug cinsi köpekte, tiroid bezi ultrasonografik görüntüleri (ADÜ hayvan hastanesi arşivi).

2.1.3.5.  Nükleer Görüntüleme Değerlendirmesi

Tiroid sintigrafisi, tiroid dokusunun boyutunu, şeklini ve yerini değerlendirmek için kullanılan bir yöntemdir. Köpeklerde sintigrafi için Teknesyum-99m perteknetat (99mTcO4-) veya İyodin-123 (123I) kullanılabilir. 99mTcO4- konsantredir ancak tiroid bezi tarafından organize edilmez. Düşük maliyeti, kısa yarı ömrü ve güvenliği (beta emisyonu olmaması) nedeniyle veteriner hekimlikte tiroid sintigrafisi için en yaygın kullanılan izotoptur. Normal köpek tiroid sintigrafisinde orta servikal alanda iki eşit yoğunlukta, simetrik ve oval olarak görünür. Bazı ötiroid köpeklerde, özellikle tazılarda, asimetrik tutulum rapor edilmiştir (Pinilla ve diğerleri, 2009). Radyoizotop uygulaması sırasında tarama zamanına bağlı olarak bazı değişkenlikler olabilir ancak köpeklerde 1:1, tiroid-tükürük bezi oranı, genellikle normal kabul edilir (Adams ve diğerleri, 1997).

2.1.3.6.  Hormon Değerlendirmeleri

Tiroid bezinin işlevi, serum tiroid hormon konsantrasyonları ölçülerek değerlendirilir. Tiroid bezinin provokatif stimülasyona (örneğin, TSH stimülasyon testi) tepkisinin değerlendirilmesi, tiroid disfonksiyonunun kesin tanısı için altın standart olarak kabul edilir, ancak rekombinant TSH'nin maliyeti nedeniyle klinik pratikte nadiren uygulanır.
Hipotiroidizm tanısı genellikle bazal tiroid hormon analizlerine, endojen köpek TSH düzeylerinin ve TgAA varlığının değerlendirilmesine dayanır. Testlerin yorumlanmasındaki en büyük zorluk, tiroid hormonlarının konsantrasyonlarını etkileyebilen cinsiyet, yaş, tiroid dışı hastalıklar ve bazı ilaçlar gibi intrinsik olmayan faktörlerin varlığıdır. Obezite ve aktivite gibi diğer faktörler de tiroid hormonlarının konsantrasyonları üzerinde etkili olabilir.
Standart testlerle hipotiroidizm veya ötiroidizm tanısı doğrulanamazsa, tiroid görüntüleme teknikleri veya daha ileri stimülasyon testleri düşünülebilir.

2.1.3.6.1. Total T3

Total T3 ölçümünün, hipotiroidi teşhisi için spesifik bir test değildir. Total T3 konsantrasyonları, kullanılan tahlile bağlı olarak vakaların %90’ına kadar referans aralığı içinde veya üzerinde tutulur (Peterson ve diğerleri 1997). Bununla birlikte, TgAA-pozitif hipotiroid köpeklerin %40’ından fazlasında, T3 otoantikorları görülmektedir (Graham ve diğerleri, 2007). Çoğu tahlil sisteminde, ölçülen otoantikor konsantrasyonları, yanlış bir şekilde yükseltir. Bu T3 otoantikorlarının potansiyel bir sonucudur. 
Düşük total T3 konsantrasyonları ötiroid köpeklerde de yaygındır ve hastaların %75’inde görülür (Mooney, 2011). Düşük konsantrasyonlar belirli köpek ırklarında yaygındır ve tiroid dışı hastalıklarda görülen en yaygın tiroid hormonu anormalliğidir (Mooney ve diğerleri, 2008; Shiel ve diğerleri, 2010). Bu nedenle, total T3 ölçümü, köpek hipotiroidizmini teşhis etmek için ne hassas ne de spesifik bir testtir (Mooney, 2011).



2.1.3.6.2. Total T4

Hipotiroid köpeklerde, dolaşımdaki total T4 konsantrasyonları azalmaktadır. Total T4 düzeyinin tanısal olarak duyarlılığının %0.9-1 arasında olduğu bildirilmiştir (Dixon ve Mooney 1999; Peterson ve diğerleri. 1997). Hipotiroid köpeklerin küçük bir kısmı, muhtemelen T4 otoantikorlarının bir sonucu olarak, referans aralığında konsantrasyonlara sahiptir. Bunların hipotiroidi veya TgAA pozitif köpeklerin sırasıyla %8 ve %11’inde meydana geldiği bildirilmiştir (Graham ve diğerleri, 2007). Tiroidal olmayan faktörler nedeniyle, ötiroid köpeklerde, total T4 konsantrasyonları sıklıkla düşüktür (Dixon ve Mooney, 1999).
Dolaşımdaki total T4 konsantrasyonları ilerleyen yaşla birlikte azalır ve yaşlı köpeklerde standart referans aralığının altında olabilir. Sağlıklı hayvanlarda yapılan çalışmalarda, total T4 düzeylerinin referans değerin sınırı veya altında olan konsantrasyonlarda olduğu gözlenmektedir (Shiel ve diğerleri, 2010). Tiroid dışı hastalığı olan köpeklerde, sıklıkla normalin altında konsantrasyonlar bulunur (Kantrowitz ve diğerleri. 2001; Mooney ve diğerleri, 2008; Schoeman ve diğerleri. 2007). 
Hastalığın ciddiyetine göre sınıflandırıldığında, orta ve şiddetli hastalığı olan köpeklerde, hafif hastalığı olanlara oranla total T4 konsantrasyonları önemli ölçüde daha düşüktür (Kantrowitz ve diğerleri. 2001). Total T4 konsantrasyonlarındaki düşüşün kesin mekanizmaları belirsizdir ancak muhtemelen tiroid hormonlarının üretimi, salgılanması, taşınması ve metabolizması dahil olmak üzere bir dizi farklı yolu içerir.
İlaç kullanıma bağlı olarak total T4 konsantrasyonlarında azalma görülmektedir. Bunlar arasında glukokortikoidler, trimetoprim ile güçlendirilmiş sülfonamidler, antikonvülsanlar ve bazı nonsteroid antiinflamatuar ilaçlar bulunur (Daminet ve Ferguson 2003; Gulikers ve Panciera 2003; Panciera ve diğerleri, 2006; Sauvé ve diğerleri, 2003). Bu ilaçların tiroid fonksiyonunu değiştirme mekanizmaları büyük ölçüde bilinmemektedir. Tiroid baskılayıcı ilaçlarla tedavi edilen köpeklerde, total T4 konsantrasyonlarında yaklaşık %15’lik bir azalma olduğu düşünülmektedir (Mooney ve diğerleri, 2008).



2.1.3.6.3. Köpek Tiroid Stimüle Edici Hormon

Köpek tiroid stimüle edici hormon konsantrasyonu, hipotiroidizm için tanı testlerinde kullanılan standart yöntemlerden biridir. Çoğu primer hipotiroidizm hastası köpekte, tiroid hormonunun neden olduğu negatif geribildirim kaybı göz önüne alındığında KTSH konsantrasyonları yüksek olmalıdır. Yapılan çalışmalarda, hipotiroidi tanısı almış köpeklerin %25’inde TSH değeri referans aralığında seyredeceği görülmüştür. Bu sebeple TSH ölçümleri tanı kriterlerinde önemli bir yer oynasa dahi kan konsantrasyon değerinin normal aralıklarda olması, tanıyı dışlamak için yeterli değildir (Ling ve diğerleri 2018; Peterson ve diğerleri 1997).
Eşzamanlı tiroid dışı hastalık veya ilaç tedavileri nedeniyle, hipotiroidizmde yüksek konsantrasyonlarda KTSH'sinin görülmesi mümkündür (Dixon ve Mooney 1999). Bu testin duyarlılığı zayıf ve tarama testi olarak kullanımı şüpheli olsa da TSH konsantrasyonlarının ölçümü nispeten iyi bir tanısal özgüllük sunar. 
Hipotiroidizm araştırması yapılan ötiroid köpeklerin, %20'sinden azında, yüksek konsantrasyonlar gösterilmiştir (Boretti ve Reusch, 2004; Dixon ve Mooney 1999; Peterson ve diğerleri, 1997; Scott-Moncrieff ve diğerleri, 1998). Yüksek konsantrasyonlar ayrıca sessiz, subklinik veya kompanze edici hipotiroidizmin bir özelliğidir (Graham ve diğerleri 2007).
Köpeklerde TSH ölçümünün tanısal özgüllüğü, total T4 gibi tiroid fonksiyonunun diğer ölçütleriyle birlikte değerlendirildiğinde daha güvenilir hale gelir. Düşük total T4 konsantrasyonları ile birlikte yüksek TSH konsantrasyonları, muhtemelen yüksek derecede özgüllükle primer hipotiroidizmi temsil eder (Boretti ve Reusch 2004; Dixon ve Mooney 1999).

2.1.3.6.4. Serbest T4

Serbest T4 konsantrasyonları, total T4 konsantrasyonlarını potansiyel olarak etkileyen tiroid dışı faktörden daha az etkilenir. Hipotiroidi olan köpeklerin çoğunda serbest T4 konsantrasyonları düşüktür; ancak vakaların %20’sinde bu konsantrasyon referans aralığının alt sınırında kalabilir (Dixon ve Mooney 1999; Peterson ve diğerleri 1997). 
Hipotiroidizm teşhisi için serbest T4 ölçümünün özgüllüğü yüksektir ve hipotiroidizm araştırması yapılan ötiroid köpeklerin %10'undan azında düşük serbest T4 konsantrasyonları rapor edilmiştir (Dixon ve Mooney 1999). Bu nedenle serbest T4 ölçümü, hipotiroidizm teşhisi için en doğru tek test olarak kabul edilir. Çoğu çalışma, serbest T4 konsantrasyonlarının tiroid dışı hastalıklar tarafından nadiren baskılandığını ve bu etkinin genellikle yalnızca şiddetli durumlarda gözlemlendiğini belirtmektedir (Mooney ve diğerleri, 2008). 
Serbest T4 ölçümü için kullanılan testler pahalıdır ve yaygın olarak tercih edilmez. Bu nedenle genellikle hipotiroidizmin araştırılması için ikinci basamak tanı testi olarak kullanılır.

2.1.3.6.5. Tiroglobulin Otoantikoru

Pozitif TgAA sonuçları neredeyse her zaman lenfositik tiroidit ile ilişkilidir, ancak bu sonuçlar, fonksiyonel hipotiroidizm gelişmeden çok önce mevcut olabilir (Graham ve diğerleri, 2007). Bu nedenle, TgAA kendi başına tiroid fonksiyonu hakkında hiçbir bilgi sağlamaz, bunun yerine altta yatan patolojiyi düşündürür. Tiroid dışı hastalık ile başvuran köpeklerde pozitif TgAA sonuçları nadirdir (Dixon ve Mooney 1999). Tiroglobilin otoantikor ölçümü tiroid fonksiyon bozukluğunun hassas bir gösterge olmamakla birlikte, ikinci basamak tanı testi olarak fayda sağlar. Bu durumlarda, genellikle serbest T4 analizi ile birlikte kullanılır. Şekil 4’te hipotiroidizmin algoritması detaylı bir şekilde açıklanmaktadır.



Şekil [image: ]4. Köpeklerde hipotiroidizminin teşhisi için oluşturulan algoritma (Ettinger ve Feldman, 2010).

2.1.3.7.  Tiroid Biyopsisi

Tiroid bezinin patolojisini belirlemede altın standart yöntem, tiroid biyopsi örneğinin histolojik değerlendirmesidir. Şiddetli lenfositik tiroidit veya tiroid atrofisi histolojik olarak kolayca tanımlanır ve uygun klinik işaretler, tanısal test sonuçları olan köpeklerde primer hipotiroidizm tanısını doğrular (Espiñeira ve diğerleri, 2007). 
Tiroid bezi fonksiyonunda gelişen bir yetmezliğin klinik olarak belirginleşmesi için her iki tiroid lobunun yaklaşık %75'inin yok edilmesi gerekmektedir Eşzamanlı olarak gelişen herhangi bir hastalık, tiroid bezi morfolojisinde değişikliklere sebep olarak, biyopsi sonuçlarını etkileyebilir. Tiroid bezi biyopsileri cerrahi olarak yapılmalıdır ve prosedürün invazivliği, maliyeti ve zorluğu nedeniyle nadiren uygulanır.

2.1.4. Sağaltım

Hipotiroidizm olgularında, sentetik L-T4 tercih edilen tedavidir. Bu tedavi prensibi, T4'ün T3'e dönüşümünün fizyolojik olarak düzenlenmesine olanak tanıyarak, iatrojenik hipertiroidizm riskini azaltır. T4'ün oral kullanılabilirliği, %10 ila %50 aralığındadır (McCann, 2015). L-T4 yemekle birlikte verildiğinde biyoyararlanımı azalır. İlacın gıda ile birlikte kullanımı bir sorun teşkil etmesede, sonrasında yeterli total T4 düzeyi elde etmek için dozun, ilacın yemeksiz verildiği zamana kıyasla, daha yüksek olması gerekecektir.
L-T4 başlangıç dozu, 0,02 mg/kg (22 mcg/kg) olarak belirlenir. Bazı yazarlar tarafından başlangıç, tedaviye yanıt olasılığını artırmak için, total dozun bölünerek, günde iki kez kullanımını önerse de, bu alandaki çalışmaların çoğu günde tek doz şeklinde kullanımı önermektedir (Scott-Moncrieff, 2015). Uygun tedavi ile klinik belirtilerin tamamen çözülmesi gerekir. Klinik belirtiler düzelmezse, tanının yeniden değerlendirilmesi gerekir. T4'ün zayıf gastrointestinal absorpsiyonu tedavinin başarısızlığa uğramasına neden olur.
Gastrointestinal emilimdeki değişikliklerin yanı sıra sağlık durumundaki değişiklikler dozaj değişikliklerini gerektirebileceğinden, köpeğin yaşamı boyunca düzenli aralıklar ile izleme önemlidir. Eşzamanlı hastalığı olan ve fenobarbital veya prednizolon gibi ek ilaç tedavilerine ihtiyaç duyulan köpeklerde, T4'ün terapötik aralığı bilinmemektedir; ancak bu aralığın sağlıklı köpekler için önerilenden daha düşük olduğu düşünülmektedir (McCann, 2015).
Tedavi planı, günde iki kez ilaç kullanımı şeklinde oluşturulduysa, T4 düzeyi ilaç alımından 4-6 saat sonra referans aralığının hemen üzerinde olmalıdır. Günde bir kez ilaç kullanımı yönüyle tedavi planlamasına gidildiyse, ilaç kullanımı öncesi total T4 de değerlendirilmeli ve referans aralığının alt sınırında olmalıdır. 
Total T4, başlangıçta tedavinin ilk 6-8 ayı boyunca her 4-8 haftada bir ölçülmelidir. Günde iki kez yapılan dozlamada klinik belirtiler düzeldiğinde, tedaviyi günde bir defaya indirme girişimi denenebilir. Preparatın değiştirilmesi durumunda, ürünün biyoyararlanımındaki farklılıklar nedeniyle, değişiklikten 4-8 hafta sonra total T4 yeniden değerlendirilmelidir (Scott-Moncrieff, 2015). 
Kardiyomiyopatisi veya hipoadrenokortisizmi olan köpeklerde tedavi özel dikkat gerektirir. Tiroid hormonu takviyesi, miyokardın oksijen ihtiyacını artıracağından kardiyak dekompansasyon meydana gelebilir. Kardiyomiyopatili köpeklerde, L-T4 başlangıç dozu, %50-75 oranında azaltılmalı ve ardından kademeli olarak artırılmalıdır. Hipoadrenokortisizm olan vakalar, önce glukokortikoidler ve mineralokortikoidler ile tedavi edilmeli, ardından L-T4 başlamalıdır (McCann, 2015). 
Miksödem komada; L-T4 tedavisi için hastanın klinik durumuna göre, diğer destekleyici tedaviye ek olarak, intravenöz olarak (5 μg/kg) uygulanmalıdır (McCann, 2015). Miks ödem koması bulunan köpekler aşırı derecede hastadır ve potansiyel olarak solunum desteğini içerebilecek yoğun tedavi ve bakım gerektirir.

2.2. Köpeklerde Mikrobiyota
[bookmark: _Hlk69170939]
[bookmark: _Hlk69170999]Bağırsak mikrobiyotası, GİS içinde dinamik olarak bulunan mikroorganizmalar ve bu organizmaların birbirleriyle ve konakçı hücrelerle olan etkileşimlerini içeren bir sistem olarak tanımlanabilir (Blake ve Suchodolski, 2016). Modern teknoloji sayesinde, bağırsak mikrobiyotası tarafından kontrol edilen veya modüle edilen sayısız işlev günümüzde giderek önem kazanan bir araştırma konusu haline gelmiştir (Farzi ve diğerleri, 2018). Bağırsak mikrobiyomu, çok sayıda bileşen genomu ile çok hücreli olmasına rağmen bir organ olarak değerlendirilmesi gereken klasik kriterlerin çoğunu karşılamaktadır (Lyte, 2010).
[bookmark: _Hlk69171471][bookmark: _Hlk69171921]Köpekler ve kedilerde GİS’de çok sayıda mikroorganizma mevcuttur ve bu sayı insanlardaki mikrobiyotadan daha yoğundur (Grześkowiak ve diğerleri, 2015). Moleküler yöntemlerle yapılan çalışmalarda köpek gastrointestinal kanalında çeşitli bakteri, arke, mantar, protozoa, ve virüslerden oluşan total mikrobiyal yükün 1012-1014 koloni oluşturan birim arasında değiştiğini göstermektedir (Shreiner ve diğerleri, 2015; Suchodolski, 2011; Turnbaugh ve diğerleri, 2007). Köpeklerde moleküler analiz kullanılarak yapılan çalışmalarda dışkıda Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ve Fusobacteria yoğunluğu olduğu görülmüştür, kedilerde buna Eubacterium da dahildir (Grześkowiak ve diğerleri, 2015; Handl ve diğerleri, 2013; Handl ve diğerleri, 2011). Clostridia grubu duodenum ve jejunumda baskın, ileum ve kolonda da yüksek miktarda bulunurken, Fusobacteria ve Bacteroides grubu bakteriler en çok ileum ve kolonda bulunan bakterilerdir (Handl ve diğerleri, 2013; Suchodolski ve diğerleri, 2008). Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota ve Zygomycota gibi mantarlar da tanımlanmıştır (Handl ve diğerleri, 2011). Şekil 5’te bakteri türlerinin köpeklerde bulundukları yerler şematize edilmiştir.
Lactobacilli genel olarak köpek bağırsağının tüm kısımlarında 104 ila 108 CFU/ml arasında değişen düzeyde bulunur ve bunların arasında Lactobacillus acidophilus baskındır (Suchodolski ve diğerleri, 2008; Tang ve diğerleri, 2012). Lactobacillus fermentum, Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus salivarius'un sağlıklı bir köpek bağırsağının parçası olduğu bildirilmektedir (Beasley ve diğerleri, 2006). Diğer köpek laktobasilleri; Lactobacillus murinus ve Lactobacillus reuteri, Lactobacillus animalis, Lactobacillus sanfranciscensis ve Lactobacillus paraplantarum ile temsil edilir (Silva ve diğerleri, 2013; Tang ve diğerleri, 2012).
Bağırsak mikrobiyotası dinamik bir sistemdir ve bileşimi hem birey içerisinde hem de bireyler arasında farklılık gösterir (Blake ve Suchodolski, 2016). Mikrobiyota ayrıca diyet, antibiyotikler, yaş, diğer genetik ve çevresel faktörlerden de etkilenebilir (Deusch ve diğerleri, 2014; Guard ve diğerleri, 2015; Igarashi ve diğerleri, 2014; Inness ve diğerleri, 2007; Lubbs ve diğerleri, 2009; Suchodolski ve diğerleri, 2009; Swanson ve diğerleri, 2011).
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[bookmark: _Hlk69172133]Şekil 5. Köpek gastrointestinal sistemi ve onun baskın mikroorganizmaları (Grześkowiak ve diğerleri, 2015).
[bookmark: _Hlk69172093]
[bookmark: _Hlk69171123]Komensal bakteriler; toksinlere, ağır metallere ve alerjenlere karşı koruyucu bir bariyer oluşumunda, sindirim enzimlerinin üretimi, B vitaminlerinin üretimi, hücrelerin genetik ifadesi, bağışıklık sisteminin büyük çoğunluğu ve serotonin üretimine ciddi düzeylerde katkı sağlar (Odell ve Ac, 2020).
[bookmark: _Hlk69171195]Gastrointestinal sistemdeki diğer organlardan gelen sinyallere yanıt verir ve karşılığında konakçıdaki diğer organların işlevini etkiler. Tüm memelilerde gastrointestinal kanalda bulunan mikrobiyal ekosistem konak ile simbiyotik bir ilişki içindedir (Farzi ve diğerleri, 2018). En son yapılan araştırmalar bağırsak mikrobiyotasındaki değişikliklerin fizyolojik, davranışsal ve bilişsel işlevi etkileyebileceğini göstermiştir (Heijtz ve diğerleri, 2011; Jenkins ve diğerleri, 2016; Mayer ve diğerleri, 2014; Schmidt, 2015; Smith, 2015). Bağırsak mikrobiyotası ayrıca mikrovillusların büyümesini destekleyen ve mikrobiyotadan türetilen bir dizi sinyal molekülü ile metabolitlerin aracılık ettiği doğuştan gelen ve edinilmiş bağışıklık yanıtlarının gelişiminde önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir (Montalto ve diğerleri, 2009; Nicholson ve diğerleri, 2005). Mikrobiyota bileşimi ve aktivitesi hem hayvanlarda hem de sahiplerinde çeşitli hastalıklarla ilişkilendirilmiştir (Harris ve diğerleri, 2010; Lee ve Hase, 2014; Summa ve diğerleri, 2012).

2.2.1 Mikrobiyatanın Karakterizasyonu

Bağırsak mikrobiyotası bireyler arasında oldukça farklılık göstermektedir, GİS’de bir bölgeden diğerine bakteri yoğunluğu değişir. Duodenumdan kolona hareket eden bakteri çeşitliliğinde ve toplam sayısında genel bir artış vardır ve ince bağırsakta aerobik veya fakültatif anaerobik bakteriler baskınken, anaeroblar kalın bağırsakta gelişir (Mentula ve diğerleri, 2005; Ritchie ve diğerleri, 2008; Suchodolski ve diğerleri, 2008).
Köpeklerde 16S rRNA analizlerinde Clostridium’un, GİS boyunca duodenumdan kolona doğru %40’tan %26 oranında düştüğü görülmüştür (Suchodolski ve diğerleri, 2008). Köpeklerde Clostridium küme IV, ince bağırsakta; Clostridium küme XIVa ise hem köpeklerde hem de kedilerde kalın bağırsakta bol miktarda bulunur (Ritchie ve diğerleri, 2008; Suchodolski ve diğerleri, 2008). Clostridium kümeleri IV ve XIVa’nın; kısa zincirli yağ asitleri (SCFA), bağırsak epiteli ve konakçı bağışıklık sistemine faydalı diğer metabolitlerin üretimine önemli katkıları bulunmaktadır (Blake ve Suchodolski, 2016).
Yeni nesil sekanslama kullanılarak yapılan son çalışmalarda; Ascomycota, köpeklerde en bol bulunan mantar filumu (%99,62) olarak nitelendirilmiştir (Foster ve diğerleri, 2013; Handl ve diğerleri, 2011; Suchodolski ve diğerleri, 2008). Fungal filum Basidiomycota, Glomeromycota ve Zygomycota da köpeklerde bulunmuştur (Handl ve diğerleri, 2011).
Bağırsak mikrobiyotası tarafından üretilen yaygın metabolik son ürünler; laktat, amonyak ve SCFA'ları içerir (Grześkowiak ve diğerleri, 2015). Metabolit profilleri ve fonksiyonel metagenomlar, bireyler arasında filogenetik kompozisyon açısından daha benzerdir. Bu da fonksiyonel fazlalık sergileyen çekirdek bir mikrobiyom olduğu hipotezini destekler (Dethlefsen ve diğerleri, 2008; Turnbaugh ve diğerleri, 2009).

2.2.2. Mikrobiyotanın İletişim Yolları

Bakterilerin nöroendokrin hormonları hem tanıma hem de sentezleme yeteneğine dayanarak, bağırsak yolundaki mikroorganizmaların, bir mikrobiyal organ oluşturmak için GİS’i innerve eden konak sinir sistemi ile ara yüz oluşturan bir sistem olduğu varsayılmaktadır. Mikrobiyota kaynaklı metabolitler, vücuttaki uzak organlara sinyal göndererek bağırsak bakterilerinin konak metabolizmasının birçok fonksiyonunun gerçekleşmesinde önemli bir rol oynar. 
Bağırsak mikrobiyotasının metabolik homeostazı ve organ fizyolojisini düzenlemede rolü vardır (Forkosh ve Ilan, 2019). Sentezlenen metabolitler vücuttaki uzak organlara sinyal göndererek hormon sentezine, bağışıklık sistemine ve konak metabolizmasına katkıda bulunurlar (Schroeder ve Bäckhed, 2016). Mikrobiyota ve konakçı bağışıklık sistemi arasındaki karmaşık etkileşimler, onu diğer organlarla ilişkilendiren vücut fonksiyonlarını etkiler ve bunlar arasında bir eksen oluşumuna neden olur (Nicholson ve diğerleri, 2012). Bu iletişim bir dizi sinyal ile konakçı mikrobiyota arasındaki kimyasal etkileşimler yoluyla doğrudan gerçekleşir (Wells ve diğerleri, 2011). 
Konak-mikrobiyota metabolik ekseni, konağın hücresel yolakları ve çeşitli mikrobiyal türler arasında çok yönlü bir iletişim sistemidir (El Aidy ve diğerleri, 2015). Bu eksen içinde, farklı mikroplar konak sağlığı için hayati önem taşıyan safra asitleri, kolin ve kısa zincirli yağ asitleri (SCFA'lar) üreterek metabolik reaksiyonları sırayla modüle eder ve bu metabolitlerin üretimi, konakçı metabolik fenotipe ve hastalık gelişmesinde çeşitli roller oynayabilmektedir (Clemente ve diğerleri, 2012). Sonuç olarak, bağırsak epitel hücreleri (IEC) veya bağırsak dendritik hücreleri tarafından indüklenen ve salgılanan mikroorganizma bileşenleri tarafından gönderilen sinyaller, konakçıların fizyolojik ve patofizyolojik fonksiyonlarında yadsınamaz bir ana role sahiptir (Rogler ve Rosano, 2014).
Bağırsak mikrobiyotası konak fizyolojisi üzerinde belirgin bir etkiye sahiptir ve kompozisyonundaki değişimin konağın metabolizmasını etkilediği bilinmektedir (O'Callaghan ve diğerleri, 2016). Bağırsakta bulunan bakteriler arasındaki etkileşim, kompozisyonu kontrol etmede de merkezi bir rol oynar. Kısa zincirli yağ asitlerinin üretimi, potansiyel redoks potansiyelinin değiştirilmesi ve bakteriyosin üretimi gibi bakteriyel metabolik aktiviteler bağırsak ortamını bazı bakteri türleri için diğerlerine göre daha uygun hale getirir (Montalto ve diğerleri, 2009). 
Mikrobiyotanın sadece enterik sinir sistem üzerinde değil aynı zamanda karaciğer hatta beyin gibi daha uzak bölgelere de taşınan güçlü hormonların üretimi yoluyla organların işlevini etkilediği gösterilmiştir (Björkholm ve diğerleri, 2009; Dinan ve diğerleri, 2015; Vajro ve diğerleri, 2013).

2.3. Endokrin Sistem ve Mikrobiyota İlişkisi

[bookmark: _Hlk69207457]Mikrobiyota ile hormonal sinyalizasyonunun kesin yolları henüz tam olarak tanımlanmamış olsa da hormon seviyelerindeki spesifik değişiklikler bağırsak mikrobiyotasının varlığıyla ilişkilidir (Neuman ve diğerleri, 2015). Bağırsak mikrobiyotası, eksojen ve endojen iyodotironinler ve ayrıca tiroid homeostazında yer alan mikro besinler dahil olmak üzere besinlerin, ilaçların ve hormonların metabolizmasında temel ve belirleyicidir (de Oliveira Gomes, 2023). 
Bağırsaktaki bakteriyel kolonizasyonun, doğumdan itibaren,  bağışıklık sisteminin ve endokrin sistemin olgunlaşmasında rolü olduğu bilinmektedir (Clarke ve diğerleri, 2013; Elahi ve diğerleri, 2013). Kommensal bakteriler hormon üretebilir ve salgılayabilir. Bu da mikrobiyota ile hormonlar arasındaki etkileşimin çift yönlü olduğunu göstermektedir (Neuman ve diğerleri, 2015). Hormonlar ve mikrobiyota arasındaki etkileşimi gösteren çalışmalar tablo 4’de özetlenmiştir.
[bookmark: _Hlk69207513]Bağırsak mikrobiyotası, çok sayıda farklı hormonal ürün üretme potansiyeline sahiptir. Bu hormonlar, uzak organ ve sistemlerin işlevini etkileyebilir (Clarke ve diğerleri, 2014). Yapılan çalışmalarda hipertiroid hastaları ile kontrol gruplarının mikrobiyotaları karşılaştırıldıklarında, hipertiroid hastalarında Bifidobacterium ve Lactobacilli türlerinin seviyelerinde azalma görülürken, Enterococcus türlerinin düzeylerinde artış görülmüştür (de Oliveira Gomes, 2023).
Enterik mikrobiyota hem faydalı hem de patojenik grupta yer alan bakteriler tarafından oluşmaktadır. Gram negatif bakterilerin hücre duvarının bir parçası ve septik şok tetikleyicisi olan, lipopolisakkaritin (LPS) maruziyeti, endojen rezervlere (kommensaller, GİS gram negatif bakterileri) bağlıdır. Taşıyıcı protein, spesifik hücre reseptörü ile etkileşime girer, sinyali endojen mekanizmalar tarafından spesifik olarak modüle edilir ve LPS sinyali endojen hormon yollarına müdahale eder.
[bookmark: _Hlk69207544][bookmark: _Hlk69207577][bookmark: _Hlk69207605][bookmark: _Hlk69207629]Stres sebebiyle salınan nöro-endokrin hormonların, bakteri büyümesini etkileyebileceğinin bir çalışmada gösterilmesi mikrobiyal endokrinoloji alanın ilk kez tanımlanmasını sağlamıştır (Lyte ve Ernst, 1992). Mikrobiyal endokrinolojinin daha fazla araştırılmasıyla mikroorganizmalarda hormon reseptörleri keşfedilmiş ve bunların bir hücre içi iletişim biçimini temsil ettikleri varsayılmıştır (Lyte, 1993). Nörotoksin 6-hidroksidopamin gibi patojenik nörotoksinlerin, konakçı-mikrop etkileşiminin çift yönlü doğasını sunan farelerde norepinefrin seviyelerini değiştirdiği gösterilmiştir (Lyte ve Bailey, 1997). Daha kapsamlı yapılan bir çalışma, konakçı hormon metabolizmasında yer alan birçok enzimin (epinefrin, norepinefrin, dopamin, serotonin, melatonin vb. dahil) bakterilerden yatay gen transferiyle evrimleşmiş olabileceğini göstermiştir (Iyer ve diğerleri, 2004). Bağırsak mikrobiyotası, hem enterik hem de merkezi sinir sistemi üzerinde etkili bir nörotransmiter olan serotoninin öncüsü ve temel bir amino asit olan triptofanın plazma konsantrasyonlarının düzenlenmesinde önemli bir role sahiptir (O'Callaghan ve diğerleri, 2016). 
[bookmark: _Hlk69207658][bookmark: _Hlk68971492]Bakteriler ve endokrin sistem arasındaki iletişim, “interkingdom (mikroorganizma ve konak arası)” adı verilen konak ve bakteri reseptörlerini kullanan lipidik bileşikler aracılığıyla gerçekleşir (Hughes ve Sperandio, 2008). Bakterilerde otoindüktör (AI) molekülleri adı verilen, koordine edilmiş büyüme, hareketlilik ve virülans dahil olmak üzere fonksiyonları düzenleyen hormona benzer elementler mevcuttur (Fuqua ve diğerleri, 1996). Bazı AI molekülleri, sinyal yollarını aktive etmek için konakçı hormonlarla etkileşimde bulunur (Karavolos ve diğerleri, 2013). Konakçı hormonlar, bakteriyel gen ekspresyonunu etkileyebilir. Bu da konakçıyı dolaylı yoldan etkileyecektir. (Sperandio ve diğerleri, 2003). Örneğin, katekolaminler, bakterilerin konak dokulara bağlanmasını arttırarak bakterilerin büyümesini ve virülansını etkiler (Freestone ve Lyte, 2008; Hegde ve diğerleri, 2009). Buna karşılık, östriol ve östridiol, “Quorum Algılama” adı verilen sinyal moleküller ile bakterilerin birbirleriyle iletişim kurmasını engelleyerek virülansı azaltır (Beury-Cirou ve diğerleri, 2013). 
Bu alandaki ilerlemelerin çoğu GF fareler ile yapılan çalışmalardan elde edilen verilere dayanmaktadır. Bunun yanı sıra probiyotikler (konakçı için faydalı olduğu düşünülen spesifik mikroblar) ve prebiyotikler (probiyotikler için besin görevi gören sindirilemeyen karbonhidratlar) kullanımı da mevcuttur (Neuman ve diğerleri, 2015).
























Tablo 4. Hormonlar ve mikrobiyota arasındaki korelasyonların bir listesi (Asano ve diğerleri, 2012; Bravo ve diğerleri, 2011; Freestone ve Lyte, 2008; Queipo-Ortuño ve diğerleri, 2013; Roshchina, 2010; Sperandio ve diğerleri, 2003; Storelli ve diğerleri, 2011; Wang ve diğerleri, 2013; Yadav ve diğerleri, 2013).
	Fonksiyon
	Hormon
	Çalışılan Model
	Mikrobiyal Tür
	Sonuç

	Bakteriyel Büyüme ve Ekspresyon
	Epinefrin
	Bakteriyel büyüme
	Escherichia coli
	Hormonlar bakteriyel virülans gen ekspresyonunu etkiler

	
	Norepinefrin
	
	
	

	
	Dopamin
	
	
	

	
	
	
	
	Katakolaminler bakteriyel büyümeyi tetikler

	Konağın Davranışı 
	Seratonin
	Bakteriyel nörotransmitter üretimi
	Streptococcus spp, Escherichia spp, Enterococcus s 
	Bağırssak mikrobiyotasında serotonin üretimi

	
	Triptofan
	Enfekte rat
	Bifidobacterium infantis
	Plazma düzeyinde artış

	
	GABA
	Bakteriyel üretim
	Lactobacillus s 
	Mikrobiyota GABA üretimi sağlar

	
	
	Farede probiyotik
	Lactobacillus rhamnosus
	Bakteri konağın GABA reseptörünü değiştirir

	
	Kortikosteron
	Farede probiyotik
	Lactobacillus rhamnosus
	Kortikosteron seviyesini düşürmüştür

	Konağın İştah ve Metabolizması


	Leptin
	Erkek rat
	Bifidobacterium spp, Lactobacillus spp
	Dolaşımdaki leptin ile pozitif korelasyon gösteren spesifik bakteriler görülür

	
	
	Erkek rat
	Clostridium spp, Bacteriodes s 
	

	
	Ghrelin
	Erkek rat
	Bacteriodes s 
	Bakteriler ghrelinle pozitif korelasyon gösterir

	
	
	Erkek rat
	Bifidobacterium spp, Lactobacillus s 
	

	
	Glukagon Benzeri Peptid-1 (GLP-1)
	Farede probiyotik
	Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,  Bifidobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus,  Lactobacillus plantarum,  Lactobacillus paracasei,  Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus
	İntestinal Mikrobiyota GLP-1 seviyesini arttırır

	Konağın Büyümesi
	Büyüme hormonu
	İnekler
	-
	Serbest yağ asitlerinin büyüme hormonunu inhibe ettiği görülmüştür

	
	İnsülin benzeri peptit
	Drosophila melanogaster’de probiyotik uygulaması
	Lactobacillus plantarum
	Büyüme faktörleri için bakteri genleri gereklidir



2.3.1. [bookmark: _Toc69136294][bookmark: _Hlk69207717]Enteroendokrin Hücreler ve Enteroendokrin Sinyalleşme

[bookmark: _Hlk68971573][bookmark: _Hlk69207737][bookmark: _Hlk69207758][bookmark: _Hlk69207790][bookmark: _Hlk69207809][bookmark: _Hlk68971696][bookmark: _Hlk68971768][bookmark: _Toc69136295]	Enteroendokrin hücreler (EEH), bağırsak epitelinin %0,1 ila %1'ini oluşturur ve gıda alımını düzenleyen hormonlar üretir. Bunun dışında bağırsak ile beyin arasında iki yönlü iletişimin düzenlenmesinde rol oynayabilirler (Li ve diğerleri, 2020). Enteroendokrin hücreler tarafından salgılanan hormonlar ve peptitler, vagusun afferent yolundaki reseptörler üzerine etkir ve konağın farklı nörofizyolojik işlevlerini düzenler (Israelyan ve diğerleri, 2019; Schneider ve diğerleri, 2019). Enteroendokrin hücreler tarafından salgılanan ana hormonlar; yağ, protein ve karbonhidratların katabolizmasını, kolesistokinin (CCK), tirozin peptitin (PYY) ve GLP-1 salınımını düzenler (Bliss ve Whiteside, 2018; Wu ve diğerleri, 2019). Yapılan çalışmalar GF farelerin, geleneksel olarak kolonize edilmiş farelere göre, daha az EEH'ye ve daha düşük PYY, GLP-1 ve CCK seviyelerine sahip olduğunu göstermiştir (Bliss ve Whiteside, 2018; Ripken ve diğerleri, 2016; J. Zhang ve diğerleri, 2019). GLP-1 ve PYY, EEH’nin alt hücrelerinden biri olan L hücresi tarafından üretilir (Sjölund ve diğerleri, 1983). Enteral Escherichia coli protein infüzyonu, muhtemelen Escherichia coli tarafından üretilen kazein hidrolitik proteaz B'ye (ClpB) bağlı olarak plazma PYY ve GLP-1 düzeylerini artırabilir (Rastelli ve diğerleri, 2019).  

2.3.2. [bookmark: _Hlk69207860]Nörohormonlar

[bookmark: _Hlk69207895]	Nörohormonlar, nöro-endokrin hücrelerden yanıt olarak salgılanarak sistemik bir etki oluştursa da nörotransmiter olarak da görev yapabilirler (Neuman ve diğerleri, 2015). Mikrobiyotanın, davranış üzerine olan etkisinin, nörohormon öncüleri (örneğin; serotonin ve dopamin) aracılığıyla gerçekleştiğine inanılmaktadır (Lyte, 2013).  Son zamanlarda, bağırsak mikrobiyotasının serotonin; dopamin ve norepinefrin gibi nörohormonları hem ürettiği hem de bunlara yanıt verdiği gösterilmiştir (Roshchina, 2010). Katekolaminler; bakterilerin büyümesini, hareketliliğini, biyofilm oluşumunu ve virülansını değiştirebilir (Freestone ve Lyte, 2008; Hegde ve diğerleri, 2009; Karavolos ve diğerleri, 2008; Lyte ve diğerleri, 2003; Sperandio ve diğerleri, 2003). 
	Patojenler, konağın savunma yanıtlarına duyarlılığını etkileyebilirler (Neuman ve diğerleri, 2015). Örneğin, konaktan salınan adrenaline yanıt olarak Salmonella, konağın antimikrobiyal peptitlere karşı direncini düşürür ve hücrelerdeki oksidatif stres dengesini etkileyen sistemleri indükler (Karavolos ve diğerleri, 2008). 
	5-hidroksitriptamin (5-HT) olarak da adlandırılan serotonin, beyindeki ana nörotransmitterlerden biridir (Neuman ve diğerleri, 2015). Memelilerde serotoninin %90'ından fazlası bağırsakta bulunur. Serotonin salgısı diyetten etkilenir ve bağırsak hareketlerini, ruh halini, iştahı, uykuyu ve bilişsel işlevleri düzenler (Neuman ve diğerleri, 2015). 5-hidroksitriptamin, kan-beyin bariyerini 5-HT taşıyıcısı yoluyla geçebilir, bu da bağırsak-beyin ekseninde başka bir bağlantı olduğunu düşündürür (Nakatani ve diğerleri, 2008)
	Memelilerde sentral sinir sistemindeki (SSS) ana engelleyici nörotransmitter olan gamma-aminobütirik asit (GABA) de mikrobiyota tarafından üretilir ve GABA’nın reseptör ekspresyonundaki değişikliklerin anksiyete ve depresyonun patogenezinde rol oynadığı bilinmektedir (Neuman ve diğerleri, 2015). GABA üretimi üzerine yapılan bir çalışmada Lactobacillus rhamnosus uygulanan farelerde, farklı SSS bölgelerinde GABA reseptörlerinin ekspresyonunu değiştirerek anksiyete ve depresyonla ilişkili davranışı azalttığı görülmüştür (Bravo ve diğerleri, 2011).
	Mikrobiyota, stres hormonu seviyelerini değiştirerek sakin ve dengeli kalmamıza yardımcı olabilir (Neuman ve diğerleri, 2015). Germ free farelerde, stres hormonları olan kortikosteron ve adrenokortikotropik hormonun (ACTH) hafif strese yanıt olarak, yüksek plazma düzeylerine ulaştığı görülmüştür (Grenham ve diğerleri, 2011; Sudo, 2014; Sudo ve diğerleri, 2004). Adrenokortikotropik hormonun, daha fazla kortikosteroid üretimine neden olarak hipotalamik-hipofizal-adrenal eksende önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir (Neuman ve diğerleri, 2015). İki spesifik tür olan Lactobacillus helveticus ve Bifidobacterium longum’un, hem sıçanlarda hem de sağlıklı insanlarda kortizol düzeyini ve anksiyete benzeri davranışı azalttığı görülmüştür (Messaoudi ve diğerleri, 2011). Ayrıca, kronik olarak probiyotik Lactobacillus rhamnosus ile tedavi edilen farelerde kontrollere kıyasla, zorla yüzme testinde daha düşük kortikosteron seviyelerine ve daha az depresif davranışa sahip olduğu görülmüştür (Bravo ve diğerleri, 2011).
[bookmark: _Toc69136296]
2.4. Bağırsak Mikrobiyotasının Efektör Molekülleri ve Hormonları

Bağırsak mikrobiyotası konak fizyolojisi üzerinde belirgin bir etkiye sahiptir ve kompozisyonundaki değişimin konağın metabolizmasını etkilediği bilinmektedir (O'Callaghan ve diğerleri, 2016). Bağırsakta bakteriler arasındaki etkileşim, mikrobiyal floranın belirlenmesinde rol oynar. Kısa zincirli yağ asitlerinin üretimi, olası redoks potansiyelinin değiştirilmesi ve bakteriyosin üretimi gibi bakteriyel metabolik aktiviteler bağırsak ortamını bazı bakteri türleri için diğerlerine göre daha uygun hale getirir (Montalto ve diğerleri, 2009). 	Mikrobiyotanın sadece enterik sinir sistem üzerinde değil aynı zamanda karaciğer hatta beyin gibi daha uzak bölgelere de taşınan güçlü hormonların üretimi yoluyla organların işlevini etkilediği gösterilmiştir (Björkholm ve diğerleri, 2009; Dinan ve diğerleri, 2015; Vajro ve diğerleri, 2013).

2.4.1. [bookmark: _Toc69136297]Kısa Zincirli Yağ Asitleri

Bağırsak mikrobiyotası, diyet içerisindeki karbonhidrat ve protein fermantosyonuyla temel SCFA'ların özellikle bütirat, asetat ve propiyonatın proksimal kalın bağırsaklarda üretilmesini ve emilmesini sağlar (Evans ve diğerleri, 2013; Kovatcheva-Datchary ve Arora, 2013; O'Callaghan ve diğerleri, 2016).  SCFA'lar esas olarak Firmicutes bakterilerinin Gram pozitif filumuna ait olan Clostridium sp. tarafından üretilir. Etkilerinin çoğu, kolonda bulunan serbest yağ asidi reseptörleri (FFAR) 2 ve 3 (G protein-bağlı reseptörler (GPR) 43 ve 41) yoluyla uygulanır (Natividad ve Verdu, 2013). Kısa zincirli yağ asitleri, bağırsak L hücreleri tarafından inkretinlerin, GLP-1 ve bağırsak endokrin hücre peptidi YY gibi belirli nöropeptitlerin salınmasını, kolonda düzenleyici T hücrelerinin (Treg hücreleri) çoğalmasını teşvik eder ve fonksiyonlarını düzenler (Arpaia ve diğerleri, 2013; de Oliveira Gomes, 2023). Bununla birlikte, SCFA'lar kan dolaşımına geçerek, bağışıklık hücrelerinde, yağ dokusunda ve periferik sinir sisteminde reseptörler tarafından tespit edilip, anti-inflamatuar özellikler ve apoptoz gibi birçok farklı amaçla değerlendirilmektedir. (Maslowski ve diğerleri, 2009; Tedelind ve diğerleri, 2007). Kısa zincirli yağ asitleri, bağırsak sağlığı için önemli sinyal molekülü olarak hareket ederek konak metabolizmasını modüle etmek için sistemik dolaşıma geçip SSS fonksiyonunu etkiler (O'Callaghan ve diğerleri, 2016). Kısa zincirli yağ asiti metabolitleri olan asetat, bütirat ve propiyonat; bağırsak bariyerini desteklemek adına müsin sentezini uyarır. 
[bookmark: _Toc69136298]Bütirat, bağırsak epitel hücreleri tarafından bir enerji kaynağı olarak kullanıldığı ve ayrıca antikarsinojenik ve anti inflamatuar özelliklere sahip olduğu gösterildiğinden, konakçı sağlığı için özel öneme sahip bir SCFA’dır (O'Callaghan ve diğerleri, 2016). Ayrıca Treg hücrelerinin fonksiyonlarını ve çoğalmasını destekler (Arpaia ve diğerleri, 2013). Propiyonat anti-inflamatuar potansiyele sahiptir, karaciğer ve yağ dokusu tarafından kullanılır, tokluk hissinde önemli bir rol oynar ve insülin duyarlılığını artırır (Vipperla ve O’Keefe, 2012). Asetat, lenfoid dokuda oto reaktif T hücrelerinin sıklığını belirgin şekilde azaltırken, kompleks moleküllerin kas, karaciğer ve diğer çevresel dokular tarafından sentezlenmesi için bir enerji kaynağı olarak kullanılır (O'Callaghan ve diğerleri, 2016; Postler ve Ghosh, 2017). Yapılan araştırmalarda, propiyonat ve bütirat üreten bakteri suşlarının, primer hipotiroidizmi bulunan hastaların bağırsak mikrobiyom analizlerinde önemli ölçüde azaldığı gösterilmiştir (Ríos-Covián ve diğerleri, 2016).

2.4.2. Nörotransmitterlerin Düzenlenmesi

Bağırsak mikrobiyotası ve beyin arasındaki bağlantı, konak davranışı üzerinde bir etkiye sahip olup, son yıllarda çok ilgi görmüştür (Collins ve diğerleri, 2012; Cryan ve Dinan, 2012). Serotonin, bağırsak-beyin ekseninde yer alan önemli bir sinyal molekülüdür, SSS ve ESS’de kritik role sahiptir (Cryan ve Dinan, 2012). Triptofan, konağın sağlığında rol alan bir dizi farklı metabolit için amino asit öncüsüdür ve bağırsak mikrobiyotası tarafından metabolize edilir (O'Callaghan ve diğerleri, 2016). Candida spp., Streptococcus spp., Escherichia spp.  ve Enterococcus spp.  gibi mikroorganizmaların serotonin ürettiği görülmüştür (Lyte, 2011). İnsanlarda ise bağırsakta Lactobacillus spp.  ve Bifidobacterium türlerinin γ-aminobütirik asit ürettikleri görülmüştür (Barrett ve diğerleri, 2012).
[bookmark: _Toc69136299]
2.4.3 Stres ve Bağırsak Hormon Aktivitesi

Hayvanlarda strese neden olabilecek birçok faktör vardır. Bunlar aktivitenin azalmasına ve fizyolojik, hormonal veya immünolojik eksikliklere neden olabilir (Quinteiro-Filho ve diğerleri, 2010). Stresli dönemlerde endokrin sistem, başta glukokortikoidler ve katekolaminler olmak üzere, şekillenen strese tepki olarak çeşitli hormonlar salgılar (Möstl ve Palme, 2002). Adrenal bez, sempato-adrenomedüller sisteme ve hipotalamik hipofizal adrenokortikal eksene etkisinden dolayı, strese yanıt olarak hormonların salgılanmasında anahtar rol oynarlar (Moberg, 2000). 
Birçok çalışma katekolaminlerin, patojenlerin büyümesinde ve virülansın değişmesinde rol aldığını göstermiştir (O’Callaghan ve diğerleri, 2016). Stres durumunda, katekolaminler GİS’de ESS tarafından salgılanarak önemli bir lokal artışa neden olur (Freestone ve diğerleri, 2008). Katekolaminlerin GİS’teki varlığı, demire yüksek afiniteli, ferrik demir bağlayıcı proteinler olan laktoferrin ve transferrinden demiri serbest bıraktığı bilinmektedir (Sandrini ve diğerleri, 2010). Sonuç olarak, gram negatif bakterilerin artışı, bakteriye demir sağlama yeteneklerine atfedilen katekolamin hormonlarının varlığı ile ilişkilendirilmiştir (Freestone ve diğerleri, 2002; Lyte ve Ernst, 1992). 
Yapılan çalışmalarda, farklı zaman aralıklarında uygulanan çeşitli stres faktörlerine mikrobiyotanın tepkisi, konağın fizyolojisinde değişikliğe neden olan iki yönlü bir ilişki olduğunu göstermektedir (O’Mahony ve diğerleri, 2009; Galley ve diğerleri, 2014a, 2014b; Golubeva ve diğerleri, 2015). Bunun aksine, GF hayvanlar da yapılan çalışmalar, uygun stres tepkilerini düzenlemede, bağırsak mikrobiyotasının oynadığı kritik rolü vurgulayan kortikosteron çıkışı açısından, abartılı bir stres tepkisine sahip olduğunu göstermiştir (Clarke ve diğerleri, 2013; Sudo ve diğerleri, 2004). Bu anormal stres yanıtı, Bifidobacterium infantis gibi bazı belirli bakteri türleri ile monokolonizasyon yoluyla normalize edilebilir (Thomas ve Versalovic, 2010). Şekil 6’da sağlıklı ve hasta canlılardaki bağırsak-beyin iletişimi arasındaki fonksiyonel karşılaştırma belirtilmektedir.



[image: ]Şekil 6. Sağlıkta ve hastalıkta beyin-bağırsak iletişimi. Stabil bağırsak mikrobiyotası, normal bağırsak fizyolojisi için gereklidir. Tersine, diyagramın sağ tarafında gösterildiği gibi, bağırsak disbiyozun, bağırsak fizyolojisini olumsuz etkiler Merkezi sinir sistemi seviyesindeki stres, bağırsak fonksiyonunu da etkileyebilir ve mikrobiyotanın bozulmasına neden olabilir (Grenham ve diğerleri, 2011).

2.5. Endokrin Sistem Hastalıklarında Bağırsak Mikrobiyotasının Rolü

Bağırsak mikrobiyotası, konağın nöroendokrin sistemi ile etkileşimi sayesinde hayati öneme sahip hipotalamus, hipofiz ve epifiz bezi homeostazında rol alıdığı için bağırsak mikroflorasındaki değişim vücudun hormon dengesini de bozacaktır (Li ve diğerleri, 2020). Sağlıklı bir canlının, yerleşik komensal mikrobiyota bileşimindeki herhangi bir değişiklik disbiyozis olarak tanımlanabilir (Petersen ve Round, 2014). Tartışılan üç tip disbiyozis vardır bunlar; yararlı mikroorganizmaların kaybı, hastalık oluşumunu arttıran (pathobionts) veya potansiyel olarak zararlı mikroorganizmaların çoğalması ve genel mikrobiyal çeşitliliğin kaybıdır (Strompfová ve diğerleri, 2017). Disbiyozis ile ilişkili fonksiyonel sonuçlar hakkında sınırlı bilgi bulunmasına rağmen bağırsak mukozal bariyerinin bozulması genellikle mikrobiyom değişikliklerini takip eder (Craig, 2016). Disbiyoz indeksi olarak adlandırılan PCR bazlı test ile disbiyoz boyutu sayısal olarak bir değer bulmaktadır (Tablo 5 ve Tablo 6).

Tablo 5. Köpek ve kediler için bağırsak mikrobiyom değerlendirilmesinde kullanılan referans aralıkları (Texas A&M University, School of Veterinary Medicine&Biomedical Sciences, 2023 internet adresinden ulaşılabilir). 
	Bakteri türleri
	İşlev
	Köpeklerde normal değerler
	Kedilerde normal değerler
	Disbiyozdaki değişiklik

	Faecalibacterium
	Antiinflamatuar, SCFA üretimi
	3,4 – 8,0
	3.8 – 8.4
	↓

	Turicibacter
	SCFA üretimi
	4.6 – 8.1
	4.4 – 9.0
	↓

	Blautia
	SCFA üretimi
	9,5 – 11,0
	ölçülmedi
	↓

	Fusobacterium
	SCFA üretimi
	7,0 – 10,3
	ölçülmedi
	↓

	Bifidobacterium 
	SCFA üretimi
	ölçülmedi
	3.2 – 8.7
	↓

	Bacteroides
	SCFA üretimi
	ölçülmedi
	4,0 – 7,5
	↓

	Clostridium hiranonis
	Birincil safra asitlerinin ikincil safra asitlerine dönüşümü
	5.1 – 7.1
	4.5 – 7.1
	↓

	Streptococcus
	Disbiyozis ile ilişkili aşırı büyüme
	1.9 – 8.0
	1.6 – 5.2
	↑

	Escherichia coli
	Proinflamatuar
	0.9 – 8.0
	1.4 – 7.0
	↑

















Tablo 6. Disbiyoz indeksinin yorumlanması (Texas A&M University, School of Veterinary Medicine&Biomedical Sciences internet adresinden ulaşılabilir).
	
	Köpeklerde Sonucun Değerlendirmesi
	Kedilerde Sonucun Değerlendirilmesi

	Disbiyoz İndeksi
(DI)
	<0 (Normal DI); bağırsak mikrobiyotasının genel çeşitliliğinde hiçbir değişimin tespit edilmediğini göstermektedir. Bireysel bakteri grupları referans aralığının dışındaysa, bu hafif disbiyozun bir göstergesi olabilmektedir.
	<0 (Normal DI); bağırsak mikrobiyotasının genel çeşitliliğinde hiçbir değişimin tespit edilmediğini göstermektedir. Bireysel bakteri grupları referans aralığının dışındaysa, bu hafif disbiyozun bir göstergesi olabilmektedir.

	
	0 – 2 DI; düşük seviyelerdeki disbiyoz olarak nitelendirilebilmektedir. Bağırsak mikrobiyotasında hafif ile orta dereceli bir mikrobiyal değişiklik olduğu düşünülmektedir.
	0 – 1 DI; düşük seviyelerdeki artışlar, bağırsak mikrobiyotasında hafif ile orta dereceli bir mikrobiyal değişiklik olduğu düşünülmektedir.

	
	> 2 DI, bağırsak mikrobiyotasının genel çeşitliliğindeki değişimle tutarlı olarak önemli ölçüdeki artışlar görülmektedir.
	> 1 DI, bağırsak mikrobiyotasının genel çeşitliliğindeki değişimle tutarlı olarak önemli ölçüdeki artışlar görülmektedir.



Disbiyoz ile bağırsak geçirgenliğini artıran aşırı bakteri üremesi ve proinflamatuar hücrelerin geçişi, tiroid üzerindeki mikrobiyal etki faktörlerinden bazılarıdır (Fröhlich ve Wahl, 2019; Lerner ve diğerleri, 2017). Yapılan bir çalışmada ötiroid ve Hashimoto hipotiroidisi bulunan insanlarda mikrobiyom dengesini araştırmış ve hipotiroid hasta grubunda disbiyozun yanı sıra bakteriyel aşırı çoğalma olduğu görülmüştür (Zhao ve diğerleri, 2018).
Bağırsak ve tiroid arasındaki işlevsel bağlantı uzun zaman önce doğrulanmıştır, T3'ün bağırsak mukozasının gelişimini ve farklılaşmasını etkilediği, bağırsak nöromotor fonksiyonunu yerine getirdiği, bağırsak alkalin fosfatazı (IAP) indüklemesi ile laktaz gen transkripsiyonunu baskılayarak fonksiyon gösterir. Buna karşılık, siklin D1 (CD1) bağırsakta bir büyüme promotörü gibi görünmektedir (Meng ve diğerleri, 2001). 
İyodotironinler birçok farklı yolla metabolize edilse bile en önemlisi T3 düzeyinde ve periferik tiroid homeostazında rol oynayan deiyodinazlardır (Virili ve Centanni, 2015; Wu ve diğerleri, 2023; Zhao ve diğerleri, 2018). Bağırsak hücre duvarlarında ise T4’ün aktif veya inaktif T3’e dönüşümünü sağlayan deiyonidazların bulunduğu ve total T3 düzeyinde rol oynadığı bilinmektedir (Fröhlich ve Wahl, 2019). Ek olarak, bağırsak bakterileri spesifik olarak tiroid hormonlarına bağlanabilir (de Oliveira Gomes, 2023). 
Tiroit hormonlarının bağırsaklar üzerine olan etkilerinden biri de bağırsak peristaltiğidir (Şekil 7). Hipotiroidisi bulunan insanların yaklaşık %10’undan alınan anamnezde, spesifik olmayan bir karın ağrısı, birçoğunda ise azalmış bağırsak peristaltiğinin bir sonucu olduğu düşünülen şişkinlik ve gaz bildirilmiştir (Kermani, 2003). Gastrointestinal bir hastalık olan, ince bağırsakta aşırı bakteri üremesinde (SIBO), bakterilerin dengesiz ve aşırı düzeyde üremesine bağlı olarak mikrobiyom dengesinin bozulmasıdır. Hipotiroidide şekillen tiroidal hormon düzeylerinin azalması, bağırsak peristaltiğinin bozulmasını ve konstipasyonu tetikleyerek SIBO’nun patogenezine katkıda bulunabilir. Yapılan bir araştırmada, kontrol grubuna kıyasla hipotiroidisi bulunan insanlarda, büyük çoğunluğunda SIBO pozitif olduğu tespit edilmiştir (Lin ve diğerleri, 2012).
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Şekil 7. Bağırsak-tiroid etkileşimi. Disbiyozun enflamatuvar yanıtı teşvik ederek, immünolojik toleransı azaltarak, bağırsak zarını bozarak ve bağırsak geçirgenliğini artırarak bağışıklık tepkisini değiştirmesi şematize edilmiştir. Yeşil oklar (geniş ve ince) ağırlıklı olarak olumlu bir etkiyi belirtirken, pembe oklar (geniş ve dar) öncelikle olumsuz etkiyi göstermektedir (Danailova ve diğerleri, 2022).

Gastrointestinal sistem, tiroid hormonlarının enterohepatik geri dönüşümü ve metabolizmasına katılır (Patil, 2014; Virili ve Centanni, 2017). Hipotiroidizm, köpeklerde yaygın bir endokrin bozukluk olarak kabul edilir ancak gerçek prevalansı büyük ölçüde bilinmemektedir (Mooney ve Shiel, 2012). Periferik tiroid homeostazı, mikrobiyota değişikliklerine duyarlı olabilir ve otoimmün tiroid bozukluklarının oluşumunun ve ilerlemesinin, bağırsak mikrobiyal kompozisyonu veya disbiyozdan önemli ölçüde etkilenebileceğine dair kanıtlar da vardır (Virili ve diğerleri, 2018). 
Otoimmun tiroiditi olan hastalarda bağırsak yolundaki Escherichia coli sayısı da artmaktadır (Li ve diğerleri, 2020). Bağırsak mikrobiyotası, otoimmün tiroid hastalıkları primer ve sekonder lenfoid organların gelişimi ile ilişkili B hücre aktivasyonunu ve farklılaşmasını değiştirebilir (Alenghat ve Artis, 2014; Hamer ve diğerleri, 2008). Mikrobiyota ve otoimmün tiroid hastalığı arasındaki patogenez henüz tam olarak açıklanamamıştır (Ishaq ve diğerleri, 2017).
Hipotiroidisi bulunan hastalarda yapılan çalışmalar, ince bağırsaklarda şekillenen aşırı bakteriyel artışa bağlı, gastrointestinal nöromusküler fonksiyonda bozulmaya neden olabileceğini göstermiştir (Lauritano ve diğerleri, 2007). Hipertiroid hastalarının dışkı analizlerinde, kontrol grubuna kıyasla, Bifidobacterium ve Lactobacillus türlerinde önemli bir azalma şekillenmişken Enterococcus türünde artış gözlemlenmiştir (Virili ve diğerleri, 2018; Zhou ve diğerleri, 2014).
Escherechia coli gibi bazı mikroorganizmaların, bakteriyel tiroid bağlayıcı hormon aracılığı ile T3’e bağlanarak bir rezervuar görevi görerek, tiroid hormonunun dalgalanmasını önleyebileceği düşünülmektedir (Virili ve Centanni, 2017). Oral kullanılan T4 düzeylerini azaltabileceği düşünülmektedir (Knezevic ve diğerleri, 2020). Bunun yanı sıra insanlarda yapılan bir araştırmada Neisseria, Streptococcus ve Lactobacillus'un tiroid dokusunun yıkımlandığı hastalarda TSH ile pozitif olarak ilişkilendirildiği bildirilmiştir (J. Zhang ve diğerleri, 2019). Yapılan araştırmalar hipotiroidi bulunan insanlarda Neisseria bolluğunun arttığını ve Neisseria ile TSH arasındaki pozitif korelasyonun Neisseria'nın tiroid hastalığı ile yakından ilişkili olabileceğini göstermektedir (Su ve diğerleri, 2020)
[bookmark: _Hlk138722233]Bağırsaklar, lenfoid hücrelerin tamamına kıyasla, daha yüksek düzeyde immunglobulin salgılar (Zhao ve diğerleri, 2018). Hem doğuştan gelen hem de adaptif bağışıklık sistemini modüle eder ve tüm bağışıklık sisteminin %70'inden fazlasının yer aldığı bağırsakla ilişkili lenf dokusunun (GALT) gelişiminde rol oynar (Maslowski ve diğerleri, 2011; Virili ve diğerleri, 2018). Mikrobiyota tiroid dokusunun otoimmunitesinde, modülasyonu sağlayan integrin ve T hücre göçünü düzenleyen kemokin reseptörlerinin tetiklenmesini etkileyen hücreleri modüle eder (Zhao ve diğerleri, 2018). GALT, bağırsak mukozasındaki toll benzeri reseptörleri (TLR) kontrol ederek kendi antijenlerine karşı toleransın gelişmesinde önemli bir rol oynar (de Oliveira ve diğerleri, 2017). 
Kısa zincirli yağ asidi bütirat konsantrasyonu ile immun toleransın temel aracıları olan düzenleyici T hücrelerinin (Treg'ler) sayısı arasında, tıpkı düşük proinflamatuar Th-17 hücrelerinin konsantrasyonlarında olduğu gibi pozitif bir korelasyon vardır (Asarat ve diğerleri, 2016; Köhling ve diğerleri, 2017). 

2.5.1. Bağırsak Mikrobiyotası ve Hipotiroidizm İlişkisi

Bağırsak mikrobiyotası gerek vücut için temel vitaminlerin üretimindeki primer gerekse mikrobiyotanın metabolitleri ile sağladıkları sekonder etkiler sayesinde temel bir ağa aracılık etmektedir. Mikrobiyal popülasyon ve buna bağlı şekillenen metabolitlerin dengesi birçok farklı temel faktörden etkilenmektedir. Çevre ve diyet bu parametrelerden en önemli iki faktördür. Diyet liflerinin fermentasyonları ile bağırsak için en önemli metabolitlerden olan SCFA'lar, enterositler için bir enerji kaynağı görevi görür (Köhling ve diğerleri, 2017; Maslowski ve diğerleri, 2011).
Özellikle bütirat, bağışıklık sisteminin düzenlenmesinde ve anti-inflamatuar etkileri sebebiyle etkin bir rol oynar (Köhling ve diğerleri, 2017; Mori ve diğerleri, 2012). SCFA'lar, tiroid hormonları ile birlikte hücreler arası sıkı bağlantıları güçlendirebilir (Fröhlich ve Wahl, 2019).
Bağırsak ve mikrobiyota, T3 için ikinci bir tiroit bezi olarak nitelendirilebilir. Gerek serbest T3’ün %20 civarında bir kısmının bağırsak tarafından karşılanması gerekse T3-sülfat (T3S)’ın sülfatazlar aracılığıyla geri kazanılması bu tanım için yeterli bir temel olarak kabul edilebilir. Bununla birlikte, T3 glukuronid’in bağırsak mikroflorası tarafından değerlendirilerek enterohepatik döngü ile tekrar T3 metabolizmasına kazandırılması bağırsak-tiroid ekseninin ispatlarındandır (Sommer ve Bäckhed, 2013; Wu ve diğerleri, 2010) (şekil 8).
Tiroid ve bağırsak hastalıkları yaygın olarak bir arada bulunur. Hasarlı bağırsak bariyerleri, antijenlerin daha kolay geçmesine izin verir ve bağışıklık sistemini aktive eder. Disbiyoz sadece otoimmun tiroidal hastalıklarda (AITD) bulunmamış, aynı zamanda artan sayıda kanserojen ve inflamatuar bakteri suşunun gözlendiği tiroid karsinomunda da rapor edilmiştir (Knezevic ve diğerleri, 2020). Bunun dışında şekillenen disbiyoz ile birlikte T3S'nin T3'e dönüşümü azalır ve enterohepatik döngü bozulur (de Oliveira Gomes, 2023). Yapılan birçok çalışma ile mikrobiyotanın tiroid hormonlarının deiyodinasyonunda rol aldığını göstermektedir (Calcaterra ve diğerleri, 2022; Fenneman ve diğerleri, 2023; Knezevic ve diğerleri, 2020; Festi ve diğerleri, 2011).
Bağırsak mikrobiyotasının bir parçası olan gram negatif bakteriler tiroit hormon sentezine çeşitli yolaklar aracılığı ile dahil olurlar. Gram negatiflerin ürettiği endotoksinler, hepatik tip I iyodotironin deiyonidaz’ı (D1) ve tip II iyodotironin deiyonidaz’ı (D2) sitokinlerle (IL1, IL 6, tümör nekroz faktörü (TNFα), seroid reseptör koaktivatörü-1 (SRC-1), nükleer faktör kappa B (NF-κB) ve aktivatör protein 1 (AP-1) birlikte tiroidal döngünün bir parçası olur. Bu yolaklardan biri endotoksinlerin D1’i sitokinlerle beraber inhibe ederek T4 ve T3’e dönüşümünü sağlamasıdır (Tolhurst ve diğerleri, 2012). Bir başka yolak ise ön hipofiz ve bazal hipotalamus, T4’ün T3’e dönüşümünü sağlayan, D2’yi indükleyerek TRH ve TSH’ın baskılanmasına sebep olur (Georgiadi ve Kersten, 2012). Bunlara ek olarak, bağırsak mikrobiyotasının bileşimi, tiroid bezi için gerekli mikro besinlerin mevcudiyeti üzerinde bir etkiye sahiptir. İyot, demir ve bakır tiroid hormon sentezi için çok önemlidir. Na+/I- kanalı, tiroit hormonlarının oluşumunda primer rol alan iyodürün transportu için en önemli fizyolojik yolaktır. TSH uyarımıyla, Na+/I- kanalından transport edilen iyodürün tiroidal hücrelere taşınmasını sağlar. İyot, negatif feed back ile kanalın ekspresyonunu inhibe ederek ve yüksek doz iyot yüklemesi sonrası, Wolff-Chaikoff etkisi olarak da bilinen, tiroid hormonları düzeylerinde düşüş sağlanır (Jiang ve Zhang, 2022). T4'ü T3'e dönüştürmek için selenyum ve çinko gerekli olduğu ayrıca D vitamini bağışıklık tepkisini düzenlemeye yardımcı olduğu da bilinmektedir. Bu mikro besinlerin genellikle AITD'lerde eksik olduğu ve tiroidal hastalıklara neden olduğu bilinmektedir. 
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Şekil 8. Bağırsak-beyin ekseni ve bağırsak-tiroid ekseninin potansiyel mekanizması (Huo ve diğerleri, 2021) (TRAb: tiroit antikoru, FT3: Serbest T3, FT4:Serbest T4 ).

Otoimmün hastalıkları modüle eden tiroid-bağırsak ekseninin varlığına dair artan kanıtlar vardır. Bu hastalar da sıklıkla diyet değişiklikleriyle ilişkili olarak yaşam kalitelerinde ve tiroid fonksiyonlarında değişiklikler bildirmektedir (Knezevic ve diğerleri, 2020). Lactobacillaceae ve Bifidobacterium spp. türleri diyetteki demir ile negatif, selenyum ve çinko ile olumlu bir ilişkisi vardır, bu bakteri türleri Hashimato ve Graves hastalığında azaldığından, bağırsak kompozisyonunun ve mineral düzenlemesinin her iki bozuklukta da rol oynayabileceği varsayılmıştır (Fröhlich ve Wahl, 2019). 
Mikrobiyota dengesinin bozulmasının bağışıklık sistemi üzerinde olumsuz bir etki göstererek inflamatuar regülasyonu bozup beraberinde otoimmun hastalıkları tetiklediği düşünülmektedir. Kronik inflamasyon, tiroid peroksidaz (TPO) ve tiroglobuline (TG) karşı otoantikorlar ile karakterizedir ve bu durum troid bezinde yıkıma yol açarak hipotiroide sebep olmaktadır (Caturegli ve diğerleri, 2014; Hiromatsu ve diğerleri, 2013). 
Yapılan araştırmalarda, hipotiroidizm ve hipertiroidizmde Lactobacillaceae ve Bifidobacteriaceae’nin sıklıkla azaldığı görülmüştür (Knezevic ve diğerleri, 2020). Lactobacillus reuteri takviyesi, serbest T4, tiroid kütlesini ve daha aktif davranış gibi fizyolojik parametreleri artırarak farelerde tiroid fonksiyonuna fayda sağladığını kanıtlamıştır. Bu etki, interlökin-10 ve gelişmiş T düzenleyici hücreler tarafından tetiklenebilir olduğu görülmektedir (Virili ve diğerleri, 2018). Etlik piliçlerde, probiyotiklerin eklenmesinden sonra T3 ve T4 düzeylerinde artış görüldüğünü söyleyen çalışmalar da söz konusudur (Sohail ve diğerleri, 2010).

























3. GEREÇ ve YÖNTEM

3.1.  Gereç


3.1.1.  Hayvan Materyali

Araştırma kapsamında kullanılan hayvan materyali, Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Veterinerlik Fakültesi İç Hastalıkları Klinikleri’ne teşhis ve sağaltım amacı ile getirilen 3 ila 7 yaş aralığındaki köpeklerden oluşturuldu. 
Araştırmaya dahil edilen köpekler toplamda üç ana grup oluşturacak şekilde ayrıldı (Tablo 7). Grup I’ deki köpekler tiroid fonksiyonları yönünden normal olan ve bunun yanında herhangi bir sağlık problemi bulunmayan erişkin (3-7 yaşlı) köpeklerden oluşturuldu. Söz konusu hayvanlar klinik ve rutin laboratuvar (hemogram ve biyokimya) analizleri ile tetkik edilerek sağlıklı hayvanlardan seçim işlemleri gerçekleştirildi. Tiroid fonksiyon bozukluğu bulunan hipotiroidili köpekler ise iki gruba ayrıldılar. Grup II hipotiroidizm tanısı konulmuş köpeklerden oluşturuldu. Grup III ise daha önce hipotiroidizm yönünden sağaltım prosedürü oluşturulmuş köpeklerden seçildi. Grup II’de ve Grup III’ de bulunan hayvanların enfeksiyöz (pnömoni, influenza Leishmania vb.) ve/veya endokrin kökenli başka bir hastalığının (Diabetes Mellitus, Cushing Sendromu vb.) tespit edilmesi durumunda çalışmadan çıkarıldılar. 

Tablo 7. Çalışmaya dahil edilen hipotiroidili köpeklerin yer aldığı gruplar gösterilmektedir.
	Gruplar
	Özellikleri

	Grup I (n=3)
	Tiroid fonksiyonları normal sağlıklı erişkin (3-7 yaşlı) köpekler

	Grup II (n=3)
	Hipotiroid tanılı ve bir sağaltım prosedürü uygulanmayan köpekler

	Grup III (n=3)
	Hipotiroidizm tanılı ve bir sağaltım prosedürü uygulanmaya başlanmış köpekler



Gruplara alınan hayvanların geçmiş sağaltım ve rutin yaşamına ait detay bilgileri içeren bir form oluşturularak hasta sahiplerinin bu kısımları doldurmaları istendi. Hastaların fekal mikrobiyomlarının değişimlerine etki edecek çevresel faktörler hakkında bilgi edinildi.
3.1.2. Kullanılan Cihazlar

Araştırma kapsamında Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları Anabilim Dalında ve fakültemiz merkez laboratuvarında bulunan, tam kan sayımı cihazında (Abacus Junior Vet, Diatron Grup, Budapeşte), biyokimya analizleri ise benzer şekilde otoanalizör (Randox, İngiltere) ile gerçekleştirildi. Tiroid fonksiyonlarının belirlenmesi için ise Vcheck (Bionote, Amerika) marka immunokromotografik test cihazından yararlanıldı. 

3.1.3. Örnekleme İşlemleri ve Laboratuvar Analizleri

Hastanemiz iç hastalıkları anabilim dalına başvuran ve çalışma kapsamında değerlendirilmeye alınan tüm köpek sahipleri ile “Hipotiroidi Muayene Formu” dolduruldu (Resim 6). Çalışma kapsamında gruplara dahil edilen tüm köpeklerden, hemogram, biyokimya, tiroid hormon analizleri ve fekal mikrobiyom analizi incelemeleri yapıldı (Tablo 8). 

	Laboratuvar Analizleri
	İncelenen Parametreler

	Hemogram Analizi (Abacus Junior Vet)
	WBC, LYM, MON, NEU, EOS, BAS, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, PLT ve PCT

	Biyokimyasal Analiz (Randox)
	TP, GLOB, ALB, P, α-AMYL, BUN, TBIL, ALT, AST, CK, TC, GLU, ALP, CREA, ALB/GLOB, AST/ALT, BUN/CREA

	Hormon Testleri (Vcheck)
	Serbest T4, TSH

	Fekal mikrobiyom analizi (Hizmet alımı)
	Mikrobiyal çeşitlilik analizleri


Tablo 8. Kullanılan analizler ve incelenin parametreler gösterilmektedir.
* Lökosit (WBC), lenfosit (LEU), monosit (MON), nötrofil (NEU), eozinofil (EOS), bazofil (BAS), eritrosit (RBC), hemoglobin (HGB), hemotokrit (HCT), ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH), ortalama korpüsküler hemoglobin konsantrasyonu (MCHC), kırmızı hücre dağılım genişliği-değişim katsayısı (RDW-CV), kırmızı hücre dağılım genişliği-standart sapma (RDW-SD), trombosit (PLT), ortalama trombosit hacmi (MPV), trombosit dağılım genişliği (PDW), prokalsitonin (PCT), Total protein (TP), globulin (GLOB), albümin (ALB) fosfor (P), α-amilaz (α-AMYL), kan üre nitrojen (BUN), total bilirubin (TBIL), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat transferaz (AST), kreatin kinaz (CK), total kolesterol (TC), glukoz (GLU) ve alkalen fosfataz (ALP), kreatin (CREA)

Çalışma kapsamına dahil edilen tüm köpeklerden, bir defaya mahsus olmak üzere, Vena cephalica antebrachii aracılığı ile lityum heparinli (Vacuette, Avusturya) tüplere toplamda 6 ml ve antikoagulansız serum tüplerine (Xinle,Çin) 3 ml olacak şekilde kan örnekleri alındı (Resim 6).
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Resim 6. Fakültemiz iç hastalıkları kliniğine hipotiroidizm bulgularıyla başvuran 13 yaşlı, kısırlaştırılmış dişi, Pug cinsi köpekten alınan form ve kan örneklerinin fotoğraflanması (ADÜ hayvan hastanesi arşivi, hasta sahibinin izni alınmıştır).

Alınan kan örneklerinden öncelikle tam kan analizleri gerçekleştirildi. Ardından her bir örneğe, 3000 devirde 15 dakikalık bir santrifüj işlemi uygulandı. Toplanan plazma örnekleri biyokimyasal parametrelerin analizi için kullanıldı. Hem hemogram hem de biyokimyasal analizlerde değerlendirilen parametrelerin referans aralıklarda yer almasının ardından serum örnekleri, immunokromotogratif test prensibine dayalı Vcheck cihazından yararlanılarak, fT4 (serbest T4) ve TSH ölçümleri üretici firma tarafından tarif edildiği şekilde gerçekleştirildi.
Grup I’de yer alan tüm örnekler (n=3) hemogram ve biyokimya parametreleri referans aralığında olan ve hiçbir klinik şikâyeti olmayan köpeklerden oluşturuldu. Grup II (n=3) ve Grup III (n=3)’de hemogram ve biyokimya parametreleri referans aralığında olan köpeklerin klinik şikayetleri üzerine alınan fT4 ve TSH parametreleri değerlendirilerek çalışmaya dahili sağlandı (Resim 7).
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Resim 7. Görselde, tez kapsamında değerlendirilen bir hastanın tiroid hormon analizleri sonucuna yer verilmiştir (ADÜ hayvan hastanesi arşivi).

Tez kapsamında değerlendirilmeye alınacak köpeklerin, fT4 ve TSH parametrelerin sonuçlandırılmasının ardından, gruplara dahil edilme işlemi gerçekleştirildi. Araştırma kapsamındaki, tüm gruplarda bulunan köpeklerden bir defaya mahsus olmak üzere steril koton swap yardımı ile sürüntü ve rektum içerisinden taze dışkı örnekleri alındı (Resim 8). Mikrobiyom analizlerinin hizmet alımı şeklinde gerçekleştirildiği firma tarafından, kılavuzda belirtilen şekilde (0,5 gr, fekal numunenin orta kısmından olacak şekilde) örnek alımı yapıldı. Toplanan tüm örnekler mikrobiyom analizlerinin değerlendirilmesi için, hizmet alımının sağlandığı laboratuvara gönderilene kadar, her biri ayrı etiketli, ağzı kilitli saklama poşetlerine konularak -80˚C’de muhafaza edildi. Tüm gruplardaki hastalardan örnek toplama işlemi tamamlandığında soğuk zincir ile gönderim işlemi gerçekleştirildi. Hizmet alımının yapılacağı firma ile anlaşılmasının ardından, soğuk zincir korunarak, firmaya teslimi sağlandı. 
Toplanan tüm fekal örneklere, 16s NGS metagenom analizleri yapıldı. Bu kapsamda DNA izolasyonun yapılabilmesi için hizmet alımının sağlandığı firmaya ait “SuSpin Bacterail Fecal/Siol DNA Isolation kit” (Cat no:NA01B100) kullanıldı. İzole edilen DNA örnekleri tür tayininin yapılabilmesi 16s rRNA genine air V5-V7 bölgeleri 799F-1191R primer dizileri ile SimpliAmp Thermal Cycler kullanılarak amplifiye edildi.
Hizmet alımının sağlandığı firmanın analiz raporu kapsamında belirttiği PCR koşullarına Tablo 9’de yer verilmiştir.

Tablo 9. Primer diziler için uygulanan PCR analiz koşulları.
	95˚C’ de 5 dakika
	İlk denatürasyon

	35 döngü
	95˚C’de 30 saniye-denatürasyon

	
	53˚C’de 30 saniye-sementasyon
(10.döngü-0,2 düşüş)

	
	72˚C’de 30 saniye- uzama

	72˚C’de 2 dakika
	Son uzaman

	Sıcaklık 4˚C’ye düşürülüp PCR tamamlanmıştır



PCR analizi ile çoğaltılan bakterilere Qiagen firmasına ait “Qiased beads Clean-Up Kit (Cat no: 180795)” ile saflaştırılıp 16s rRNA V5-V7 primer dizileri ile çoğaltıldı. Firmanın belirttiği kütüphaneleme işlemi, Qiagen “Qiaseq FX DNA Library Prep Kit (Cat no:1120146) ile index işlemi ise “Qiaseq UDI Y-Adapter Kit A (96) (Cat no:180312)” ile yapıldı.
Ham veri okumaları, Kraken Metagenomik sistemi ile yüksek hassasiyet ve hızla kısa DNA sekanslarına taksonomik etiketler atanması sağlanarak OTU sınıflarına ayrıldı.
[image: ]Resim 8. Daha önce hipotiroidi tanısı almış, 6 yaşlı, erkek ve Pomerian ırkı bir köpekten mikrobiyom analizi için fekal örnek alımına yer verilmiştir (ADÜ hayvan hastanesi arşivi).


3.2. Yöntem

Hipotiroidi tanısı konulan köpeklerin tanısal değerlendirmeleri Şekil 9’da belirtilen algoritma üzerinden gerçekleştirildi (Mooney, 2011).




[image: ]
Şekil 9. Köpeklerde hipotiroidi vakasını değerlendirmede tanısal testlerin kullanımı için kullanılan protokol. (T4=tiroksin; TSH=tiroid uyarıcı hormon (tirotropin); TgAA=tiroglobulin otoantikoru) (Mooney, 2011)

3.2.1. Dahil Etme ve Çıkarma Kriterleri

[bookmark: _Hlk174728181]Tez kapsamında; seçilen köpeklerin 3 ila 7 yaş aralığındaki dişi veya erkek, herhangi bir gastrointestinal hastalığı bulunmayan, klinik bulguları hipotiroidizmle uyumlu, sekonder herhangi bir hastalığı olmaması çalışmaya dahil edilme kriteri olarak baz alındı. Son bir ay içerisinde farklı bir ilaç kullanımı bildirilen veya akut bir hastalık öyküsü bulunan tüm köpekler çalışmadan çıkarıldı. Çalışma kapsamına alınan köpeklerin çıkarılma kriterleri; hipotiroidizmin diğer nedenleri (tirotiropin salgılatıcı hormonun az salınması, tiroit salgılatıcı hormonun az salınması gibi), son 3 ay içerişinde herhangi bir antimikrobiyal kullanımı ve gebelik bulunan hayvanlar çalışma kapsamından çıkarıldı.



3.2.2. İstatistik Analizleri

Gruplarda bulunan köpeklere ait tam kan, biyokimya, T4 ve TSH seviyelerinin tanımlayıcı istatistikleri gerçekleştirilerek verilerin dağılımları kontrol edildi. Normal dağılım gösteren veriler parametrik testlerden ANOVA, transformasyon işlemine rağmen, normal dağılım göstermeyen verilere ise non-parametrik testlerden Krusskal-Wallis ANOVA testinden yararlanılarak gruplar arası gelişen farklılıklar ortaya konuldu. Gruplar arasındaki mikrobiyomlara bağıl bolluklar ve taksonomik indeksler ile ilişkili bilgiler Shannon İndeks ve Simpson İndeks değerleri belirlendi. Mikrobiyom analizine ait raporlamalar hizmet alınan şirket tarafından gerçekleştirildi. Verilerin istatistiksel analizlerinde SPSS29.0 (IBM, Amerika) programından yararlanılarak p değerinin 0,05’ den küçük olduğu durumlar istatistiksel anlamlı kabul edildi.





















4. BULGULAR


4.1.  Klinik Bulgular ve Değerlendirme

Tez çalışması kapsamında ilk olarak kontrol grubunu oluşturan köpeklerin, Grup I’e dahil edilmesi için öncelikli olarak fiziksel bulguları değerlendirildi. Tüy kalitesi sağlıklı, vücut kondisyon skorları 4 veya 5 olarak belirlenen, herhangi bir deri sorunu olmayan erkek veya dişi köpekler tespit edilmiştir. Daha sonra bu hayvanlardan, alınan hemogram ve biyokimyasal örneklerde herhangi bir anormallik bulunmamasının ardından Grup I’e dahil edildi.
Grup II ve III’ deki köpek sahiplerinin sunduğu anamenezde; tüy dökümü, kontrollü mama tüketimine rağmen kilo artışı, soğuğa karşı aşırı hassasiyet ve egzersiz intolerans not edildi (Resim 9). Çalışma kapsamındaki hayvanların klinik muayeneleri tamamlandıktan sonra, tanıyı doğrulamak amacı ile alınan kan örnekleri santrifüj işlemine tabi tutuldu. Bionote/Vcheck V200 cihazından yararlanılarak, T4 ve TSH parametreleri incelendi. 
Demografik olarak incelendiğinde, hipotiroid tanısı alan köpeklerin, özellikle Golden Retriever ırkı ve dişi olduğu görüldü. Hipotiroidi tanısı ile gelen hastaların çoğu, 5 yaşın üzerindeki köpeklerdi.
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Resim 9. Kliniğimize getirilen 2 yaşlı, sağlıklı, Labrador melezi erkek bir köpek ile yine 2 yaşlı, daha önce hipotiroidizm tanısı almış, melez dişi bir köpekte non-pruritik bilateral allopesi (ADÜ hayvan hastanesi arşivi).


4.2.  Laboratuvar Parametrelerinin Değerlendirilmesi

Klinik bulguları tiroidal hastalık ile uyumlu olan hastalardan alınan kanların değerlendirilmesi amacı ile toplanan kan örnekleri Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Merkez Laboratuvarı’ndaki cihazlar ile değerlendirildi. Diğer hastalık olasılıklarını elemine etmek amacı ile öncelikli olarak bu hastalara hemogram (WBC, LYM, MON, NEU, EOS, BAS, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, PLT ve PCT) ve tam biyokimyasal parametrelere (TP, GLOB, ALB, P, α-AMYL, BUN, TBIL, ALT, AST, CK, TC, GLU, ALP, CREA, ALB/GLOB, AST/ALT, BUN/CREA) bakıldı. Klinik bulguları uyumlu olan ancak eş zamanlı metabolik hastalıkları da bulunan köpekler çalışma dışı bırakıldı. Laboratuvar sonuçları kontrolünde diğer hastalıkların bulunmadığı köpeklere tiroit fonksiyon testleri uygulandı. Hematolojik parametelerin incelenmesinde Grup III sağlıklı hayvanların Eosonofil sayılarının Grup I ve II’ye kıyasla anlamlı derecede düşük seyrettiği belirlendi. Bunun dışında incelenen parametrelerde ise azalma ve artış gösterecek yansımalar şekillense de hematolojik parametrelerin arasında anlamlı değişimlerin bulunmadığı belirlendi (Tablo 10, 11 ve 12). 

Tablo 10. Tez kapsamında gruplara ayrılan köpeklerin hemogram bulguları 
	PARAMETRE
	GRUP I
	GRUP II
	GRUP III

	
	 ± SH
	 ± SH
	 ± SH

	WBC (109/L)
	10,07 ± 1,30
	10,67 ± 1,93
	8,15 ± 1,0

	NEU (109/L)
	5,98 ± 0,66
	7,40 ± 1,38
	5,84 ± 0,72

	LYM (109/L)
	2,41 ± 0,39
	2,44 ± 0,33
	2,05 ± 0,29

	MON (109/L)
	0,69 ± 0,28
	0,44 ± 0,29
	0,13 ± 0,03

	EOS (109/L)
	0,52 ± 0,19a
	0,50 ± 0,21a
	0,11 ± 0,04b

	BAS (109/L)
	0,46 ± 0,22
	0,01 ± 0,00
	0,01 ± 0,00

	NEU%
	71,48 ± 2,14
	68,15 ± 1,28
	56,52 ± 12,53

	LYM%
	24,92 ± 4,16
	23,80 ± 2,25
	25,17 ± 2,41

	MON%
	6,14 ± 1,96
	3,42 ± 1,73
	1,62 ± 0,28

	EOS%
	4,66 ± 1,59
	4,50 ± 1,18
	1,57 ± 0,66

	BAS%
	3,82 ± 1,57
	0,12 ± 0,07
	0,12 ± 0,03

	RBC (1012/L)
	7,79 ± 0,69
	8,07 ± 0,67
	5,87 ± 0,36

	HGB (g/dL)
	12,96 ± 1,16
	12,27 ± 1,33
	13,32 ± 1,30

	HCT (%)
	37,92 ± 3,5
	33,57 ± 2,99
	36,27 ± 3,12

	MCV (fI)
	45,60 ± 6,0
	41,55 ± 0,57
	54,37 ± 7,86

	MCH (pg)
	16,40 ± 2,17
	15,15 ± 0,54
	20,95 ± 3,46

	MCHC (g/dL)
	341 ± 17,0
	356,50 ± 3,67
	381,25 ± 12,16

	RDW-CV
	18,52 ± 1,65
	20,17 ± 2,09
	16,02 ± 0,92

	RDW-SD
	33,16 ± 3,08
	30,12 ± 1,36
	33,85 ± 3,69

	PLT (109/L)
	210 ± 25,98
	289,75 ± 48,76
	222,50 ± 28,85

	MPV (fL)
	10,76 ± 0,63
	11,85 ± 0,67
	10,02 ± 1,12

	PDW
	14,8 ± 0,36
	14,22 ± 0,20
	15,80 ± 0,58

	PCT (mL/L)
	2,01 ± 0,22
	3,38 ± 0,56
	2,16 ± 0,19


a,b: Aynı satırda farklı harfler ile gösterilen değerler istatistiksel anlamlıdır (p<0,05).










Tablo 11. Tez kapsamında gruplara ayrılan köpeklerin serum biyokimyasal parametreleri.
	PARAMETRE
	GRUP I
	GRUP II
	GRUP III

	
	 ± SH
	 ± SH
	 ± SH

	TP (g/dL)
	6,12 ± 0,85
	7,33 ± 0,7
	7,3 ± 0,36

	ALB (g/dL)
	3,22 ± 0,32
	3,1 ± 0,18
	3,4 ± 0,24

	GLOB (g/dL)
	4,08 ± 0,29
	4,23 ± 0,53
	4,08 ± 0,27

	ALB/GLOB
	0,79 ± 0,07
	0,74 ± 0,05
	0,98 ± 0,13

	CA (mg/dL)
	9,4 ± 0,74
	9,25 ± 0,45
	9,78 ± 0,77

	GLU(mg/dL)
	100,25 ± 21,06
	100,5 ± 25,5
	128,8 ± 17,88

	BUN (mg/dL)
	23,47 ± 3,41
	20,5 ± 3,76
	20,58± 4,34

	P (mg/dL)
	4,31 ± 0,85
	4,26 ± 0,65
	4,85 ± 0,43

	aAMY (U/L)
	931,75 ± 184,26
	1030,5 ± 185,5
	1156,8 ± 228,74

	TC (mg/dL)
	167,75 ± 36,24
	151 ± 21
	162 ± 11,49

	ALT (U/L)
	92,75 ± 23,35
	44 ± 1,53
	53 ± 13,61

	AST (U/L)
	28,75 ± 7,18
	14,66 ± 3,67
	33,2 ± 4,49

	AST_ALT
	1,8 ± 1,36
	0,33 ± 0,08
	0,76 ±0,17

	TBIL (mg/dL)
	0,43 ± 0,94
	0,28 ± 0,02
	0,48 ± 0,1

	ALP (U/L)
	29,4 ± 11,20
	18,66 ± 6,18
	36,6 ± 10,76

	CREA (mg/dL)
	0,76 ± 0,11
	0,89 ± 0,13
	1,32 ± 0,66

	BUN/CREA
	30,52 ± 5,73
	22,66 ± 2,37
	26,56 ± 8,6

	CK (U/L)
	85,25 ± 25,74
	39,5 ± 7,5
	158± 44,66




Biyokimyasal parametrelerin değerlendirilmesinde Tablo 11’de gösterilen parametrelerin tamamı incelendi. Söz konusu incelenen parametreler arasında değişimler gerçekleşse de, bu değişimlerin istatistiksel yönden anlamlı olmadığı belirlendi. 
 
Tablo 12. Tez kapsamında gruplara ayrılan köpeklerin tiroid hormon parametreleri.
	PARAMETRE
	GRUP I
	GRUP II
	GRUP III

	
	 ± SH
	 ± SH
	 ± SH

	T4 (µg/dL)
	3,00 ± 0,15a
	0,81 ± 0,09b
	1,46 ± 0,14 

	TSH (ng/dL)
	0,25 ± 0,00
	0,25 ± 0,00
	0,25 ± 0,00


a,b: Aynı satırda farklı harfler ile gösterilen değerler istatistiksel anlamlıdır (p<0,05).

Serum örneklerinden T4 ve TSH parametreleri öncelikli olarak incelendi. Hastaların T4 seviyelerinin hasta hayvanlarda anlamlı derecede düşük olduğu, ilaç alanlarda ise düşük seyretmesine rağmen değişimlerin anlamlı olmadığı belirlendi. 
Hemogram ve biyokimyasal parametrelerde eş zamanlı farklı bir hastalığı bulunmayan köpeklerden alınan serum örnekleri, daha sonra yapılan tiroidal fonksiyon analizleri (Bionote/Vcheck V200) için kullanıldı. Grup II içerisinde yer alan hayvanlar klinik semptom göstermelerine rağmen tiroid parametrelerinin değerlendirmesi sonucunda “hasta ötroid sendromu” (T4 alt sınırın altında, TSH normal) ile uyumlu olarak kaydedildi. Tiroidal parametrelerin değerlendirmeleri cihaz prospektüsünde belirtilen değerler göz önünde bulundurularak yapıldı. Grup II’de yer alan tüm hastalarda T4 değeri düşük (<1,0 µg/dL) seviyede ölçülürken TSH değeri ise referans aralıklarında (<0,5 ng/mL) kaydedildi. Ölçümlerin değerlendirilmesinde Vcheck cihazının T4 için sunduğu (<1 µg/dL) değeri baz alındı (resim 10).
[image: ]
Resim 10. Fakültemiz iç hastalıkları kliniğine getirilen, Golden Retriever ırkı köpeğin tiroid parametreleri (ADÜ hayvan hastanesi arşivi).



	
4.3.  Mikrobiyom Analizlerinin Değerlendirilmesi

[bookmark: _Hlk174728360]Çalışma kapsamında alınan fekal mikrobiyom örnekleri, uygun koşullar altında saklandı ve ardından tez kapsamı içerisinde hizmet alımı şeklinde mikrobiyom analizleri yapıldı. Elde edilen veriler ışığında istatistik analizleri oluşturuldu. I. gruptaki köpeklerden alınan örnekler, GI-I, GI-II, GI-III olarak, II. Gruba ait örnekler, GII-I, GII-II ve GII-III olarak, III. gruba ait örnekler GIII-I, GIII-II ve GIII-III olarak isimlendirilmiştir. Tür seviyesinde çeşitlilik analizlerinin yapılması ardından çeşitlilik eğrisi, Ana Koordinat Analizleri (Principal Coordinate Analysis/PCoA)” ve seyreltme eğrileri grafiklendirildi. 

Tablo 13. Shannon ve Simpsons indeksleri kullanılarak tür çeşitliliği taksanomi istatistiği ile gösterilmiştir.
	Tür Seviyesinde Çeşitlilik

	Örnek
	Shannon Index (H) / (H / LN (N))
	Simpsons Index (D-1)

	GI-I
	3.867 / 0.6602
	0.9281

	GI-II
	4.038 / 0.6794
	0.9564

	GI-III
	4.541 / 0.7551
	0.9727

	GII-I
	4.722 / 0.7425
	0.9715

	GII-II
	3.906 / 0.62
	0.8879

	GII-III
	0.966 / 0.1634
	0.3542

	GIII-I
	4.575 / 0.7516
	0.9638

	GIII-II
	4.605 / 0.7427
	0.9704

	GIII-III
	4.322 / 0.6834
	0.9632



Tür seviyesindeki çeşitlilikler değerlendirildiğinde Grup I’de bulunan sağlıklı hayvanlardaki Shannon indeks değerlerinin sırası ile 3,867, 4,541 ve 4,541 olduğu dikkati çekti (Tablo 13). Shannon İndeks değerlerinin incelenen hayvanlarda birbirine yakın değerler gösterdiği bununla birlikte çeşitlilik seviyesinin beşeride istenilen (1,5- 3,5) değerlerin üzerinde olduğu tespit edildi. Hipotiroidizm yönünden tanı almış Grup II hastalarında da benzer durumun varlığı belirlendi. Ancak bir köpekte Shannon indeks değerinin 0,966 seviyesinde olduğu tespit edildi. Grup III’de bulunan ve sağaltım uygulanan hayvanlarda ise Tablo 13’de belirtildiği gibi Grup I’de bulunan sağlıklı hayvanlara kıyasla ılımlı düzeyde yüksek çeşitlilik gösterdiği belirlendi. Benzer durumun Simpsons İndeks değerleri için de aynı olduğu Grup II köpeklerinden bir tanesinde bakteriyel çeşitliliğin azalmış olduğu belirlendi.
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Şekil 10. Bakteriyel 16s rRNA geninin tür düzeyinde PCoA plot analiz sonucu.

Tür düzeyinde yapılan PCoA’dan elde edilen plot grafik değerlendirildiğinde, Grup I sağlıklı hayvanların tamamının birbirine benzerlik gösterecek mikrobiyom çeşitliliğinin bulunduğu, Grup II hasta köpeklerde ise mikrobiyom biyoçeşitliliğinin kısmen daha düşük olduğunun ancak sağaltım altına alınan hipotiroidizm köpeklerin bulunduğu grupta sağlıklı hayvanlara benzer şekilde mikrobiyal çeşitlilik gösterdiği belirlendi (Şekil 10 ve Şekil 11). 
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Şekil 11. Bakteriyel 16s rRNA genin aile düzeyinde PCoA plot analiz sonucu.

Yapılan değerlendirmelerde aile düzeyinde gruplarda bulunan hayvanların mikrobiyom analizlerinin yaklaşık olarak benzer yakınlıklarda bulunduğunun ancak Grup II’deki bir köpeğin diğer köpeklere göre benzerlik düzeyinin düşük olduğu belirlendi (Şekil 12).
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Şekil 12. Bakteriyel 16s rRNA geninin tür seviyesindeki çeşitlilik eğrisi grafiği.

Gerçekleşen çeşitlilik eğrisinde maksimum “Operasyonel Taksonomik birim (Operationel Taxonomic Unit/OTU)” düzeylerinin diğer hayvanlara göre daha yüksek olduğu, buna karşın yeni tanı almış Grup II köpeklerinin ise diğer gruplara göre daha düşük OTU sayılarına sahip olduğu belirlendi (Şekil 13).
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Şekil 13. Bakteriyel 16s rRNA geninin seyreltme eğrisi grafiği.

Tür zenginliği (richness) bakımından gerçekleştirilen değerlendirmede, Grup II’deki bir hayvan haricinde diğer tüm gruplardaki biyoçeşitliliğin birbirine yakın olduğu tespit edildi.
















Şekil 14. Aile bazında bağıl bolluk grafiği.
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	Şekil 15. Tür bazında bağıl bolluk grafiği.	
2

Prensip koordinat analizlerinde belirlendiği gibi gerek tür gerekse aile bazında (şekil 14) yapılan bağıl bolluk (Şekil 15) değerlendirmelerinde, benzer sonuçların bulunduğu tespit edildi.
[bookmark: _Hlk174729024]Grup bazında yapılan tür analizlerinde Grup I’de yer alan sağlıklı köpeklerin bağırsak floralarında; Sorangium cellulosum düzeylerinin yüksek oranda seyrettiği görülmüştür. Grup II’de yer alan hipotiroid hastası I. köpekte Thalassobaculum sp. OXR-137, Thermococcus sp. Bubb.Bath türleri, II. köpekte Faecalibacter bovis ve Streptomyces sp. NBC_00503 türleri, III.köpekte ise Candidatus Azobacteroides pseudotrichonymphae, Catalinimonas niigatensis düzeylerinin yüksek seyrettiği görülmüştür. Grup III’te yer alan, sadece I. köpekte, Streptomyces marincola yüksek düzeyde seyrederken diğer köpeklerde Lactobacillus jensenii (%7,9-%7,45), Streptomyces sp. KMM 9044 (%7,24-%7,89), Staphylococcus haemolyticus (%7,24-7,89), Mycoplasmopsis agalactiae (%3,2-%3,04) düzeylerinin yüksek seyrettiği görüldü. Staphylococcus haemolyticus ve Mycoplasmopsis agalactiae türlerinin yüksek seyretmesi nedeni ile bu köpeklerin ayrıca enfeksiyöz hastalıklara yatkın olabileceği düşünüldü. Grup III içerisinde değerlendirilen köpeklerin tümünde Blautia argi düzeylerinin yükseldiği görüldü (Şekil 15).
[bookmark: _Hlk174729043]Aile bazında yapılan değerlendirmelerde ise tüm hayvanlarda Sphingomonadaceae (%41,96 ile %4,57) ve Enterococcaceae (%8,54 ile %1,68) değişen düzeylerde belirlense de fekal mikrobiyomunda bulunduğu tespit edildi. Hipotiroidizmi bulunan hastaların hemen hepsinde Lactobacillaceae, Streptomycetaceae ve Bacillaceae ailelerinin fekal mikrobiyom içerisinde değişen yüzdelerde yer aldığı görüldü. Lachnospiraceae ve Enterococcaceae’nin ilaç kullanan grupta diğer gruplara kıyasla daha yüksek seyrettiği belirlendi (Şekil 14).












5. TARTIŞMA


	Köpeklerde en sık görülen endokrin hastalık olan hipotiroid genellikle otoimmun kökenli olarak gelişir (Coelho ve diğerleri, 2018). Hastaların çoğunun patogenezinde immun kökenli, tiroid dokusunun kaybı yer alır (Gosselin ve diğerleri, 1981). Hipotiroidizmin diğer nedenleri ise köpeklerde nadiren rapor edilmektedir (Arias ve diğerleri, 2018; Dodgson ve diğerleri, 2012; Fyfe ve diğerleri, 2003; Greco ve diğerleri, 1991;). Genellikle 6-8 yaş arasındaki köpeklerde, dermatolojik semptomların ağırlıklı olduğu aşırı kilo artışı, soğuk intolerans, uyuşukluk ve miks ödem gibi klinik bulgularla seyretmektedir (Dixon ve diğerleri, 1999; Vitale ve Olby, 2007). 
Hipotiroid hastalarında, T4 düzeyinin referans değerin altında, TSH değerinin ise referans değerin üzerinde yer alması tanının doğrulanmasında rol oynamaktadır. Ancak vakaların %20 ila %40’ında TSH düzeyleri referans dahilinde izlenmektedir (Boretti ve Reusch 2004; Dixon ve Mooney, 1999). Araştırmamız kapsamında değerlendirilen tüm gruplarda, TSH parametrelerinin, 0,25 ng/mL düzeyinde olduğu tespit edildi. Grup II ve III’de değerlendirilen tüm köpeklerin, dahil etme ve çıkarma kriterleri göz önünde bulundurularak, klinik semptomların hastalığı desteklemesi ve T4 düzeylerinin referans aralıkta bulunduğu belirlendi.
Hipotiroidi hastalarının çoğunda metabolik bulgular ve dermatolojik bulgular klinik semptomlarda başı çekmektedir. Hematolojik bulgulara bakıldığında ise en çok anemi ve nötrofili tablosu, hiperlipemi, hiperglisemi, kreatin düzeyinde azalma görülmektedir (Dixon ve diğerleri, 1999). Tiroidal hormonlar hematopoez üzerine hem eritropoietin üretimindeki artışın sağlanmasıyla direkt, hem de eritrosit yapısına katkısı olan demir gibi mikro moleküller aracılığı ile indrekt etki gösterir (Szczepanek-Parulska ve diğerleri, 2017). Çalışmamız kapsamında tüm parametrelerin referans aralığında olduğu belirlenirken sağlıklı gruba kıyasla Grup II’deki köpeklerde NEU, RBC ve PCT düzeylerinde anlamlı düzeyde olmayan artışların bulunduğu belirlendi. Hematokrit, MCV, MCH düzeyleri incelendiğinde anlamlı olmayan değişimlerin, Grup II’de bulunan köpeklerin, bahsedilen parametrelerine ait seviyelerin düşük olduğu belirlendi. Grup III’de RBC düzeyinin azaldığı, diğer gruplara kıyasla, istatistiksel olarak anlamlı olmayan seviyede, düşük olduğu gözlendi. Grup II’deki, diğer gruplara kıyasla istatiksel olarak anlamlı olmayan, RBC düzeyi ılımlı artışı HCT, MCV, MCH düzeylerinde ki mikro azalmalar, Grup II kapsamında değerlendirilen yeni tanı alan hipotiroid hastaları tarafından verilen bir yanıt olarak yorumlanabilir. Grup III’ün ise sağlıklı grupla paralel olan seyri, muhtemel oluşturulan tedavi prosedürüne bağlı olarak gelişen tiroit hormon düzeylerindeki artışa ilişkin şekillendiği düşünülebilir. 
Araştırmamız kapsamında değerlendirilen tüm gruplar için dahil etme ve çıkarma kriterlerinde olası sekonder hastalıkların tiroid bezi üzerinde oluşturabileceği etkiler sebebi ile referans değer aralıklarında olmayan köpekler çalışma kapsamından çıkarıldı. Tüm gruplarda hemogram verilerinde eozinofil hariç istatiksel olarak anlamlı bulunan bir değere rastlanmadı. Biyokimyasal analizler de ise gruplar içerisindeki hastaların kendi aralarında değişimleri olsa da istatiksel olarak anlamlı bir değişim tespit edilmedi. 
Tiroid hormonları kalp üzerinde beta reseptörler, akciğer üzerinde perfüzyon artışı, tip II kas gelişimi, kateşolemin salınımı ve Na+/K+ pompası aracılığı ile metabolizmanın düzenlenmesi gibi birçok etkiye sahiptir (Shahid ve diğerleri, 2018). Bağırsaklarda bulunan mikrobiyomun davranış, metabolizma ve immünolojik yanıt üzerindeki etkisi konağın endokrin sistemi aracılığıyla sağlanır. Mikrobiyom metabolitlerinin organların fonksiyonu ve yapısı açısından kritik önem taşımasının yanı sıra, yapılan araştırmalar, mikrobiyomun konak tarafından salınan hormonlardan etkilenmesi konak ve mikrobiyom ilişkisinin çift yönlü olduğunun açık bir göstergesidir (Clemente-Suárez ve diğerleri, 2024; Suchodolski, 2022). Konak ve mikrobiyom arasındaki etkileşimin bir parçası da mikroRNA’dır. Yapılan bir çalışmada Lactobacillus salivarius ve Lactobacillus fermentum’un mikroRNA 150 ve 143 aracılığı ile kolitli farelerde enflamasyonu azalttığı bildirilmiştir (Rodríguez‐Nogales ve diğerleri, 2017).
Bağırsak mikrobiyotası tarafından üretilen K ve B vitaminleri steroid sentezinde, SCFA’ların insulin duyarlılığında, beta-glukuronidaz enziminin östrojen dekonjugasyonu gibi birçok endokrin mekanizmada rol oynamaktadır (Canfora ve diğerleri, 2015; Clarke ve diğerleri, 2014). Köpeklerin bağırsak mikrobiyomunu oluşturan dört temel filum; Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacterium ve Bacteroidetes’tir (Guard ve Suchodolski; 2016). Bakteriyel popülasyon içerisindeki hakimiyet Firmicutes’te (%45 ila %70) olsa da özellikle SCFA konsantrasyonunda belirleyici rolü olan Bacteroidetes düzeyi kritik bir rol oynamaktadır (Tanprasertsuk ve diğerleri, 2021). Enteropatilerin patofizyolojisinde rol oynayan Fusobacterium ve mikrobiyal kolonizasyonda görev alan Proteobacteria ve Actinobacteria’lar sağlıklı köpeklerin mikrobiyotasında daha az düzeyde bulunurlar (Tanprasertsuk ve diğerleri, 2021; Suchodolski ve diğerleri, 2012; You ve Kim, 2021). SCFA düzeylerinin belirlenmesinde primer görev alan Fusobacteriaceae ve Bacteroidaceae mikrobiyota içerisindeki yoğunluğunun azalması kritik önem taşımaktadır (Rau ve diğerleri, 2018; Wang ve diğerleri, 2021). SCFA’lar, bağırsak epitel bütünlüğünün korunması, bağırsak bariyer fonksiyonu ve sıkı bağlantı yapısının korunmasının yanı sıra immun sistemin modülasyonu açısından kritik role sahiptir (Akhtar ve diğerleri, 2022). 
Disbiyoz olgularında SCFA düzeylerindeki değişmenin otoimmun hastalıkların patogenezinde kritik bir rolü olduğu bilinmektedir (Kim, 2023). Bağırsakta bulunan bakterilerin en yaygın metaboliti olan asetat, propiyonat ve bütirat, konak ve mikrobiyom arasındaki iletişimin temel anahtarıdır (Carey ve Montag, 2021). SCFA’ların Th 17 ve Treg düzeylerinin kontrolünü sağlaması, mikrobiyotanın özellikle otoimmun hastalıkların gelişimi ile ilişkisi açısından önem arz etmektedir (Asarat ve diğerleri, 2016; Köhling ve diğerleri, 2017). Yapılan bir çalışmada Faecalibacterium prausnitzii’nin Treg farklılaşmasını uyarması ile anti enflamatuar süreçte, Fusobacterium nucleatum’un ise enflamasyonu tetikleyerek otofajinin baskılanmasında rol oynadığı bildirilmektedir (Nosho ve diğerleri, 2016; Sokol ve diğerleri, 2008; Xu ve diğerleri, 2003;). Artan kanıtlar Th 17 ile Treg dengesinin bozulmasının özellikle lenfositik hipotiroidi açısından prognostik olabileceğini göstermektedir (Mazzieri ve diğerleri, 2022). Yapılan bir çalışma da ise bütiratın Th 17/Treg balansının korunmasında ve lenfositik infiltrasyonun düzeyinin hafifletilmesinde kritik bir rol oynadığını göstermektedir (Gong ve diğerleri, 2024). Araştırmamız kapsamında değerlendirilen köpeklerin otoimmun bir etiyoloji içerisinde gelişip gelişmemiş olduğunun belirlenememiş olması araştırmanın kısıtlayıcı unsurları arasında yer almaktadır. Bu kapsam da söz konusu çalışmadan elde edilen veriler ışığında otoimmun mekanizmalarda rol oynayan ve bahsedilen literatürlerdeki sitokin seviyelerinin belirlenmesine yönelik yeni çalışmalara ihtiyaç duyulduğu söylenilebilir. 
Veteriner sahada yapılan çalışmalar kapsamında organ fonksiyonlarındaki bozuklukları, immünolojik hastalıklar ve nörolojik bozukluklar dışında endokrin sistemin sorunlarının patogenezinde mikrobiyal dengedeki bozulmanın da yer aldığı belirtilmektedir (Blake ve diğerleri, 2019; Janeczko ve diğerleri, 2008; Jeffery ve diğerleri, 2017; Li ve diğerleri, 2021; Seo ve diğerleri, 2020; Summers ve diğerleri, 2019). Bağırsak mikrobiyomu vücudun ikinci beyni olarak fonksiyon görmektedir. Konak üzerindeki gerek fizyolojik gerekse immünolojik rolü kritik önem arz eder (Nicholson ve diğerleri, 2012; Wilson ve diğerleri, 2015). Mikrobiyal popülasyondaki değişimler gastrointestinal sistemi etkilediği kadar diğer sistem yapılarında da bozulmalara sebep olur. Köpek ve kedilerde ki baskın flora Firmicutes, Fusobacteria ve Bacteriodetes tarafından oluşturulmaktadır (Honneffer ve diğerleri, 2017; Ritchie ve diğerleri, 2008;). Enteropatisi bulunan köpekler ile yapılan çalışmalar da Enterobacteriaceae ve Escherichia coli türlerinde artış, Helicobacter spp. ve Akkermansia spp. türlerinde azalma olduğunu göstermektedir. Yapılan bir çalışmada ise Bacteroides türünün enteropatilerde koruyucu veya virulent olabileceği bildirilmiştir (Kalenyak ve diğerleri, 2018). Allerjik reaksiyonların mikrobiyom ile ilişkisine dair veteriner sahadaki çalışmalar az olmasına rağmen yapılan bir çalışma, Lactobacillus rhamnosus’un yoğun olduğu bir probiyotiğin erken dönemde kullanıldığı atopik dermatiti bulunan bir köpekte alerjen spesifik IgE’nin düzeylerinde azalma sağladığını, bir başka çalışma ise 2 ay süreyle Lactobacillus sakei uygulamasının yapılan atopik dermatiti bulunan köpeklerin klinik semptomların şiddetinde azalma gösterdiği bildirilmiştir (Kim ve diğerleri, 2015; Marsella, 2009). Mikrobiyotanın artık bağırsak dışı hastalıkların patogenezinde rol oynadığı bilinmektedir (Blake ve Suchodolski, 2016). Metabolik dengedeki bozulmanın kedi ve köpeklerde sebep olduğu en büyük sorunu olan obezite, kedi ve köpeklerin gastrointestinal florası zayıf kedi ve köpeklere nazaran farklılık göstermektedir (Forster ve diğerleri, 2018; Kieler ve diğerleri, 2016). Yapılan bir çalışmada, Actinobacteria ve Roseburia yoğunluğu obez köpeklerde zayıflara kıyasla daha fazla olduğu bildirilmiştir (Forster ve diğerleri, 2018; Handl ve diğerleri, 2013). Obeziteye karşı koruyucu etkisi bulunan Lactobacilli ve Bifidobacteria’nın mikrobiyotada ki yoğunluğunun florada azalmasına bağlı olarak gelişebileceği belirtilmektedir (Kurdi ve diğerleri, 2006).
Bağırsak mikrobiyotasının dengeli olduğu canlılarda glikoz metabolizması sorunsuz işlerken Tip I diyabet hastalarının ilk dönemlerinde mikrobiyal dengenin bozulması işe Bifidobacterium, Lactobacilli, Bacteroides, Faecalibacterium ve Akkermansia gibi bakteri türlerinin mikrobiyotadaki yoğunluğu azalırken   Proteobakteriler, Actinobacteria ve Bacteroidetes düzeylerinin arttığı bildirilmektedir (Snethlage ve diğerleri, 2021). Yapılan bir çalışmada, tip 1 diyabeti olan köpeklerde disbiyoz da görüldüğü ve muhtemelen bununla bağlantılı olarak dışkıdaki konjuge olmayan safra asit düzeylerinin değiştiğini ve benzeri sonuçların tip II diyabet tanısı alan insanlarda da görüldüğü bildirilmiştir (Jergens ve diğerleri, 2019). Kedilerde ise sağlıklı grup ve Diyabetes mellitus tanısı alan bir grup kedi arasında yapılan bir karşılaştırmada, Diyabetes mellitus tanısı alan kedilerde hem mikrobiyotadaki dengenin bozulduğu hem de mikrobiyom içerisindeki bütirat üreten bakteri düzeylerinin ciddi düzeyde azaldığı kanıtlanmıştır (Kieler ve diğerleri, 2017). Diyabetik fareler ile yapılan bir çalışmada Bifidobacterium’un glikoza karşı şekillenen toleransa olumlu yönde etki ettiğini göstermektedir (Stenman ve diğerleri, 2014). Bir başka otoimmun hastalık olan romatoid artritte ise bütirik asit üreten Faecalibacterium, Lactobacillus ve Collinsella düzeylerinde azalmalar kaydedilirken, Streptococcus ve Prevotella düzeylerinde artış olduğu bilidirilmiştir (Coradduzza ve diğerleri, 2023). Graves hastalığı olarak bilinen hipertroidizmde Bifidobacterium ve Lactobacillus türlerinde artış görülürken Enterococcus düzeylerinde bir azalma söz konusudur (Zhou ve diğerleri, 2014). Bifidobacterium ve Lactobacillus probiyotik etkili kabul edilen ve kolitin de dahil olduğu birçok otoimmun hastalıkta önleyici etki gösteren önemli bakterilerdir (Foligne ve diğerleri, 2007). Ancak yapılan bir çalışmada, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum ve Lactobacillus plantarum’un moleküler taklit yöntemi ile Yersinia enterocolitica, Bifidobacterium burgdorferi ve Escherechia coli gibi otoimmun tiroidi indükleyebileceği bildirilmiştir (Benvenga ve diğerleri, 2006; Jiang vediğerleri, 2022; Mclachlan ve Rapoport, 1989). Bahsedilen araştırmalarda da gözlemlendiği üzere son yıllarda mikrobiyotadaki değişimler ile birlikte metabolik hastalıklar arasındaki ilişkinin değerlendirildiği çalışmaların sayısı her geçen gün artmaktadır. Beşerî hekimlik yanında veteriner hekimlik alanında da gerçekleştirilen araştırmalar ile ilgili hastalıkların patogenezlerinin aydınlatılmasına yönelik sonuçlar ortaya konmaktadır. Bu kapsamda tez çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçların hipotiroidizmli köpeklerde mikrobiyal değişimlerin belirlenmesi açısından klinik öneme sahip bir çalışma olduğu düşünüldü. 
Primer hipotiroidizim de Lactobacillaceae, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae ve Firmicutes gibi SCFA üretimini sağlayan bakterilerin mikrobiyal popülasyon içerisindeki düzeyde azalmasının bağırsaklarda bulunan sıkı bağlantı yapısının bozulmasında rol oynayacağını ve bunun da bağırsak geçirgenliğini arttıracağı bildirilmiştir (Biddle ve diğerleri, 2013; Jiang ve diğerleri, 2022; Herrmann ve diğerleri, 2018).  Yapılan çoğu çalışma, probiyotik takviyelerinin özellikle hipotiroid ve Diyabetes mellitus tanısı almış hastalarda klinik fayda sağlandığını göstermektedir (Ramezani ve Hezaveh, 2022; Snelson ve diğerleri, 2021). Primer karaciğer hastalığı olan köpekler ve endokrin hastalık tanısı alan köpekler ile yapılan karşılaştırmalı bir çalışmada, endokrin hastalığı bulunan köpeklerin Klebsiella ve Prevotella düzeylerinde artış olduğu bildirilmiştir (Habermaass ve diğerleri, 2023). Bu bakterilerin özellikle disbiyoz durumunda mikrobiyota içerisindeki popülasyonunun arttığı (patobiont) kabul edilmiştir (Pickard ve diğerleri, 2017). Araştırmamız kapsamında Grup III’de yer alan bir köpekte Klebsiella variicola düzeylerinde artış olduğu görülmektedir. Grup II ve III te yer alan, hipotiroidi bulunan köpeklerde, hipotiroidi bulunan insanlardakine benzer olarak Lactobacillaceae düzeylerinde artışlar olduğu tespit edildi. Yine beşerî sahada yapılan bir araştırmada Hashimoto hipotiroidisi bulunan insanlarda Blautia düzeylerinde artış olduğu bildirilmiştir (Zhao ve diğerleri, 2018). Tez çalışmamız kapsamında, beşerî sahaya benzer olarak, değerlendirilen Grup III içerisinde yer alan tüm köpeklerde Blautia argi ve bir köpek hariç diğer iki köpekte de Blautia obeum düzeylerinde artış olduğu tespit edildi.
Yakın zamanda yapılan bir çalışmada hipotiroidisi bulunan köpeklerin sağlıklı köpeklere kıyasla tükürüklerinde ki laktat dehidrogenaz düzeyinin daha düşük olduğu görülmüştür. Bunun metabolizma ve protein sentezi üzerine olumsuz etkileri ile ilişkilendirilebileceği belirtilmiştir (González-Arostegui ve diğerleri, 2024). Ancak tiroid hormonlarının gastrointestinal sistem üzerindeki en önemli etkileşimi bağırsaklarda bulunan mikrobiyom ile gerçekleştirilmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar da bu alana yeni bir bakış kazandıran bağırsak-endokrin ekseni tanımı literatürlere girmiştir (Knezevic ve diğerleri, 2020). Bu etkileşim çift yönlü olarak sağlanmaktadır. Bağırsaklardan emilen mikro besinlerin tiroidal metabolizma üzerine olan etkisinin yanı sıra Escherichia coli gibi bazı bakterilerin T3’ü bağlayarak depolanmasına aracılık eder ve bu sayede hormonal regülasyonu sağlar (Knezevic ve diğerleri, 2020). Daha önce yapılan birçok çalışmada ise tiroid hormonlarının bağırsak epitellerindeki kök hücrelerin çoğalmasının düzenlenmesinde kritik bir rol oynadığı bildirilmiştir (Sirakov ve Plateroti, 2011). 
Bağırsaklarda bulunan mikrobiyom, immun sistemin şekillendirilmesinden metabolizmanın düzenlenmesine, vitamin sentezinden tüketilen gıdanın değerlendirilmesine kadar çok farklı görevler üstlenmektedir. Bağırsak mikrobiyomu GALT aracılığı ile immun sistemin %70 gibi büyük bir oranda immun sistemin şekillendirilmesinde rol oynar (Virili ve diğerleri, 2018). Bağırsak mikrobiyomunun bağışıklık hücreleri üzerine olan bu direkt etkisinin yanı sıra ürettikleri SCFA’lar ve tiroid hormonları ile birlikte bağırsak hücreleri arasındaki sıkı bağlantılar aracılığı ile etki gösterirler. Sıkı bağlantıların bozulması bağırsak geçirgenliği arttırarak disbiyozun şekillenmesi için bir basamak oluşturur. Tiroid ve bağırsak mikrobiyomu arasındaki patofizyolojik mekanizma henüz tam olarak tanımlanmamış olsa da hipo/hiper tiroidizmin genellikle disbiyoz ile beraber seyretmesi ve disbiyozun inflamasyon sürecini kolaylaştırması ile immun yanıtın uyarılmasında gecikmeye sebep olması gibi faktörlerin tiroidal hastalıkların patogenezinde yer aldığı düşünülmektedir (Cekanaviciute ve diğerleri, 2017). Tez çalışmamızın kısıtlayıcı unsurlarından bir diğeri de mikrobiyomdaki değişimlerin belirlenmesi ile birlikte sıkı bağlantı proteinlerinin seviyelerindeki değişimlerin irdelenememiş olmasıdır. Söz konusu parametrelere yanında bağırsak geçirgenliğinin de belirlenmesine yönelik parametrelerinde bulunduğu yeni çalışmalar ile patogeneze ışık tutacak veriler elde edilebilir.
Bağırsak disbiyozu, bağırsaklarda bulunan mikroorganizmanın hem çeşitliliğinde hem de lokalizasyonunda şekillenen değişim ve bozulmalara bağlı olarak meydana gelmektedir. Disbiyozda gastrointestinal sistem ne kadar etkilense de sistemik etkileri kaçınılmazdır. Disbiyozun otoimmun kökenli endokrin hastalıkların temelinde önemli bir rol oynadığı bilinmektedir. Lenfosit farklılaşmasından interlökin üretimine, proinflamatif sürece sebep olacak inflamatuar ajanların dolaşıma katılmasına kadar birçok mekanizmanın bu süreçte rol aldığı düşünülmektedir (Mousa ve diğerleri, 2022). Bağırsak florasında yer alan bakteri taksonları içerisinde en yoğun bulunan yedi bakterinin düzeylerini kantitatif olarak ölçen ve tek bir sayı olarak analize eden PCR testi olan disbiyotik indeksin hem hastalıklar ile mikrobiyotanın ilişkisinin anlaşılması hem de tedaviye alınan yanıtın değerlendirilmesi açısından kritik öneme sahiptir (Suchodolski, 2022).
Bağırsak ve beyin ekseni son yıllarda beşerî sahada olduğu kadar veteriner sahada da önem kazanan bir konudur. Yapılan çalışmalar ile bağırsak mikrobiyotası ve beyin arasında sağlanan iletişimin sinirsel, hormonal ve immünolojik mekanizmalar aracılığı ile oluşturulduğunu göstermektedir. Mikrobiyotanın son yıllarda yapılan çalışmalar aracılığı ile ilaçların metabolize edilmesi üzerine de etkili olabileceği, ilaç yollarını modüle edebileceği hatta etkinliğini ve toksisitesini değiştirebileceği ile ilişkili ortaya konulan görüşler ile mikrobiyom kompozisyonlarının anlaşılmasının tedavi prosedürlerinin belirlenmesindeki etkisi ile önemli sonuçlar doğurmaktadır (Pant ve diğerleri, 2023). Bağırsak mikrobiyomu, bağırsakla ilişkili lenfoid dokunun (GALT) gelişiminde kritik öneme sahiptir.  Model tanıma reseptörü ve patojenle ilişkili moleküler (PRR-PAMP) aracılığı ile GALT uyarımı başlatılır (Suzuki ve diğerleri, 2010). Bağışıklık sistemi ile endokrin sistem arası etkileşim özellikle stres ve inflamatuar süreçlerde belirgin olarak görülmektedir (Vaillant ve diğerleri, 2022). Adrenal bezler tarafından stres durumunda salınan kortizol ve türevleri lökosit dağılımı ve sitokin üretimi ile bağışıklık tepkisini değiştirebilir (Jia ve Zhang, 2022). Bunun dışında villuslarda ki bariyer fonksiyonunda şekillenen bozulmaların, beraberinde getirdiği disbiyozis gibi olgular, endokrin hastalıkların patogenizinde nasıl bir rol oynadığı kanıtlanamamakla beraber kritik öneme sahip olduğu bildirilmiştir (Lechuga ve Ivanov, 2017). Mikrobiyom dengesinin bozulması lokal inflamasyon ve metabolik süreçlerde aksamaya sebep olur (Petersen ve Round; 2014). Bozulan mikrobiyal denge endokrin, metabolik ve immünolojik hastalıkların görülme riskini arttırmaktadır.
Bağırsak mikrobiyomunun immun sistemde bu denli yoğun etkisi oluşu otoimmun hastalıkların patofizyolojisinde bir rolü olduğunu düşündürmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmaların ışığında, mikrobiyom dengesizliklerinin, beşerî ve veteriner sahada endokrin hastalıkların da patogenezinde rol oynadığını göstermektedir. Yapılan çalışmalar, insan ve köpeklerin süre gelen etkileşimlerinin artık bağırsak mikrobiyomunu da etkilediğini ve köpeklerin dahil edildiği çalışmaların insanlardaki olası sonuçları öngördüğü gibi aynı şekilde insanlarda yapılan araştırmaların da köpekler de ki sonuçları ön görebileceğini göstermektedir (Coelho ve diğerleri, 2018). Fareler de yapılan bir araştırmada, Bifidobaterium verilmesinin ardından glikoz toleransında iyileşmeler görülmektedir (Stenman ve diğerleri, 2014). Yapılan bir çalışmada Lactobacillus ve Bifidobacterium takviyesinin, uygulanabilecek levotroksin düzeyinin azaltılmasını sağladığını bildirmektedir (Rutgers ve diğerleri, 1989). Aynı şekilde insanlarda diyabet tedavi protokolünün bir parçası olan antidiyabetik ilaçlardan Metformin’in, bağırsak mikrobiyomundaki Bacteriodetes düzeylerini arttırdığı bildirilmiştir (Kieler ve diğerleri, 2017).  Yapılan bir çalışmada ise antibiyotik ve antiasit kullanımının disbiyoz ile ilişkili olabileceği kanıtlamıştır (Habermaass ve diğerleri, 2023). Tez çalışmamızda, Lachnospiraceae düzeylerinin köpek grupları arasındaki farklılıkları incelenmiştir. Grup II'deki köpeklerde bu düzeylerin hiç tespit edilmemesi, Grup III'teki köpeklerde ise bu düzeylerin yüksek bulunması, tiroit replasman tedavisinin olumlu etkilerinin bir yansıması olarak değerlendirilmiştir. Ayrıca, Lachnospiraceae düzeyindeki artışın, Grup I ve III arasındaki karşılaştırmalarda bağırsak ile tiroit arasındaki çift yönlü iletişimin bir göstergesi olabileceği düşünülmektedir. Beşerî çalışmalarda, Lactobacillaceae ve Bifidobacteriaceae'nin genellikle hipotiroidizm ve hipertiroidizmde azaldığı gösterilmiştir (Knezevic ve diğerleri, 2020). Tez çalışmamızda ise, Grup II ve Grup III'teki Lactobacillaceae düzeyleri karşılaştırıldığında, Grup III'teki düzeylerin artışı, bu gruptaki köpeklerin tiroit replasman tedavisine olumlu yanıt verdiğini ortaya koymaktadır. Bu artış, tiroit replasman tedavisinin bağırsak mikrobiyomundaki olumlu etkilerini ve tedaviye verilen yanıtın mikrobiyom bileşenlerinde belirgin değişiklikler yaratabileceğine dair güçlü bir kanıt sağlamaktadır. Ayrıca, bu bulgular, tiroit sağlığının mikrobiyom üzerinde dolaylı bir etkisi olabileceğini ve bağırsak mikroflorasının düzenlenmesinin tedaviye yanıtı iyileştirebileceğini düşündürmektedir. Bu nedenle, tiroit replasman tedavisi ile mikrobiyom arasındaki ilişkiyi daha kapsamlı bir şekilde araştırmak, klinik uygulamalar ve tedavi stratejileri açısından önemli sonuçlar doğurabilir. Bu bulgular, tiroit replasmanının bağırsak sağlığı üzerindeki potansiyel olumlu etkilerini destekleyen önemli bir gösterge olarak değerlendirilmektedir. Gelecekteki araştırmalar, bu konu hakkında daha fazla bilgi edinilmesine ve mevcut bilgilerin aydınlatılmasına katkıda bulunabilir. 
Çoğu gram negatif bakterinin hücre duvarını oluşturan LPS, doğal bağışıklık ile inflamatuar yanıtı uyarmaktadır. Son yapılan çalışmalarda, LPS’lerin tiroit hücreleri üzerinde gerek TSH aracılığı ile gerekse de sodyum-iyot kanalı (NIS) aracılığı ile tiroidal mekanizma üzerine etki göstermektedir ayrıca tiroit hücrelerinin de LPS’leri Toll benzeri reseptör-4 ile tanımladığı bildirilmektedir (Nicola ve diğerleri, 2009; Vélez ve diğerleri, 2006). Buna ek olarak yapılan bir çalışmada ise LPS’nin, T4’ün T3’e dönüşümünde ve hatta TSH salınımının inhibisyonunda rol oynadığı bildirilmiştir (Xie ve diğerleri, 2023). Yapılan çalışmalarda Hashimoto tiroiditi bulunan insanlarda, Lachnoclostridium, Bacteroides, Blautia ve Romboustia'da artış olduğu bildirilirken Graves hastalığı bulunanlarda ise Lactobacillus'ta önemli bir azalma ve Clostridum ve Entrococcus sayısında artış olduğu bildirilmektedir (Zhao ve diğerleri, 2018; Zhou ve diğerleri, 2014). Yapılan bir çalışmada ise Akkermansia, Butyrivibrio, Holdemania ve Ruminococcaceae UCG-011 bakterilerinin hipotiroidizmin seyrine karşı pozitif yönde etkileri bulunurken Anaerostipes, Intestinimonas ve Ruminiclostridium 5’in negatif etkileri bulunmaktadır (Shi ve diğerleri, 2024). İntestinimonas bakterilerinin ürettiği bütirik asit T hücrelerinin morfolojisinde ve intelökin-4 düzeylerinin belirlenmesinde önemli bir rol oynadığı bununda anti-inflamatuar sürecin yönetimi için önemli olduğunu gösteren bilimsel çalışmalar mevcuttur (Du ve diğerleri, 2020; Zhuang ve diğerleri, 2020). Intestinimonas ile hipotiroidizmin patofizyolojisi arasında bir bağlantı olduğu bildirilmiştir (Shi ve diğerleri, 2024). Bağırsaklarda yer alan mikrobiyom ve ürettikleri metabolitler aracılığı ile gerek immun yanıt ve oluşturduğu inflamatuar süreç gerekse mikro besinler aracılığı ile tiroid metabolizmasında önemli bir rol oynamaktadır (Jiang ve diğerleri, 2022). Yapılan başka bir çalışmada, bağırsaklarda bulunan mukus katmanı üretimi ve immun sistemin fonksiyonunda rol oynayan Akkermansia türü bakterilerinin tiroid hormonunun düzenlenmesinde de rol oynadığı tespit edilmiştir (Liu ve diğerleri, 2022; T. Zhang ve diğerleri, 2019). Tiroidal hormonların bağırsak motilitesi üzerine olan etkisi göz önüne alındığında şekillenen hipotiroidizme bağlı gelişen, bağırsak hareketliliğindeki azalmanın da bağırsaklarda aşırı üremeye sebep olarak mikrobiyal dengeyi bozabileceği düşünülmektedir (Yaylali ve diğerleri, 2009). Tiroid hormon seviyelerinin değerlendirildiği mikrobiyom ve probiyotik kullanımını ilişkin yukarıdaki araştırmalar göz önüne alındığında köpeklerde hipotiroidizmin sağaltımında probiyotiklerin kullanıldığı araştırmaların sağaltıma ve mikrobiyoma olan etkilerinin değerlendirildiği daha fazla araştırmaya ihtiyaç duyulduğu belirlendi.  























6. SONUÇ VE ÖNERİLER


Bu tez çalışmasında, 16S ribozomal RNA analizleri kullanılarak köpeklerde bağırsak mikrobiyotasının metagenomik tanımlaması gerçekleştirilmiştir. Sonuçlar, Enterococcaceae ve Sphingomonadaceae bakterilerinin tüm gruplarda bulunduğunu, ancak yoğunluklarının değişkenlik gösterdiğini ortaya koymuştur. Grup I’de Enterococcaceae'nin orta yoğunlukta bulunduğu belirlendi. Grup II’de geniş varyasyonlar gözlendi ve bu durum, Grup II köpeklerinin bağırsak florasında heterojen bir bakteri dağılımının olabileceğini ve mikrobiyom dengesizlikleri yaşadığını gösterdi. Grup III’te ise Enterococcaceae düzeylerinin daha yüksek ve tutarlı olduğu belirlendi, bu da Grup III köpeklerinin mikrobiyal florasının daha stabil olduğunu ve bu bakterilere daha uygun bir ortam sağladığını düşündürdü. Grup III’teki bu yüksek ve tutarlı Enterococcaceae düzeylerinin tiroit replasman tedavisi ile ilişkili olabileceği değerlendirildi. Sphingomonadaceae bakterileri incelendiğinde, Grup I’de yüksek ancak değişken seviyelerde bulunduğu, Grup II’de ise daha düşük ve geniş varyasyonlar gösterdiği belirlendi. Grup III’te bu bakterilerin düzeylerinin diğer gruplardan daha yüksek ve daha tutarlı olduğu saptandı. Bu bulgular, Grup III’ün daha dengeli bir mikrobiyom yapısına sahip olduğunu gösterdi. Lachnospiraceae düzeyleri Grup I’de düşük iken, Grup III’te yüksek ve çeşitli seviyelerde tespit edildi. Grup II’de ise Lachnospiraceae’nin tespit edilmediği belirlendi, bu da mikrobiyom dengesizliğinin bir göstergesi olarak değerlendirildi. Bacillaceae düzeyleri Grup II’de tutarsız sonuçlar gösterirken, Grup III’te daha stabil ve tutarlı bulundu. Bacillaceae düzeylerinin Grup III’teki tutarlılığının, mikrobiyom dengeleme veya tedavi etkilerini anlamak açısından önemli olabileceği değerlendirildi. Grup III’teki yüksek ve çeşitli Lactobacillaceae düzeylerinin, bu grubun kısa zincirli yağ asidi (SCFA) üretiminde daha etkin olduğunu ve daha iyi bağırsak sağlığına sahip olduğunu gösterebileceği belirlendi. Grup II’deki düşük Lactobacillaceae düzeylerinin ise SCFA üretiminin sınırlı olabileceğini ve potansiyel bağırsak sağlığı sorunlarına işaret edebileceğini düşündürdü. Acidplasma cupricumulans bakterisinin sadece Grup II köpeklerinde görüldüğü belirlendi, bu bakterinin hipotiroidinin neden olduğu metabolik ve bağışıklık değişikliklerine yanıt olarak ortaya çıkabileceği değerlendirildi. Hipotiroidi, bağışıklık sistemini zayıflatabilir ve mikrobiyomda değişikliklere yol açarak bakterilerin çoğalmasını kolaylaştırabilir. Bu bulgular, Acidplasma cupricumulans’ın hipotiroidili köpeklerde belirgin hale gelmesine neden olabileceğini gösterdi.

Hipotiroidisi bulunan insanlarda gözlemlenen Blautia türlerindeki artışın, Grup III köpeklerinde de benzer şekilde görülmesi, insan ve köpekler arasındaki bağırsak mikrobiyom etkileşiminin önemini vurguladı. Bu durum, köpeklerde yapılan çalışmaların insanlardaki sonuçları öngörmede ve tersine, insan araştırmalarının köpeklerdeki sonuçları tahmin etmede potansiyel taşıdığını gösterdi. Lenfositik hipotiroidi tedavisinde probiyotiklerin ve bağırsak geçirgenliğinin birlikte değerlendirilmesinin, tedaviye yönelik yeni yaklaşımlar geliştirmek ve hastalık yönetimini iyileştirmek için büyük bir potansiyel taşıdığı belirlendi. Bu bulgular ışığında, gelecekte daha ileri ve kapsamlı çalışmalar yapılması önerildi. Bu çalışmaların, mevcut bilgileri genişletmek ve tedavi protokollerine önemli katkılarda bulunmak açısından kritik öneme sahip olduğu değerlendirildi.
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AKADEMİK YAYINLAR

1. MAKALELER
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 Metabolik Belirtiler
- Laterji                                    - Soğuk intolerans
- İnaktivite
- Kilo artışı


 Dermatolojik Belirtiler
- Allopesi                                 - Kuru, kırılgan tüyler
- Pyoderma                              - Rat kuyruğu
- Hiperpigmentasyon              


 Reproduktif Belirtiler
- Düşük doğum ağırlıklı yavrular
- Dişilerde kısırlık
- Jinekomasti


Nöromuskuler Belirtiler (Scott-Moncrieff, 2015)
- Miyopati                                - Miksödem koma
- Vestibular bulgular
- Bayılmalar


Oküler Belirtiler
-Korneal lipit birikimi


Kardiyovasküler Belirtiler
-Bradikardi
-Kardiyak aritmi


Gastrointestinal Belirtiler
-Diyare
-Konstipasyon


Hematolojik Belirtiler
(Kisielewicz ve diğerleri, 2014)
-Anemi
-Hiperlipidemi


Aile Bazında Bağıl Bolluk Grafiği

Anaplasmataceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.29	Bacillaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.88	1.96	4.3099999999999996	2.81	3.48	3.07	Blattabacteriaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.68	4.59	Catalimonadaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	55.54	Clostridiaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.94	Enterobacteriaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.06	3.75	2.02	4.67	Enterococcaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	5.46	3.23	3.79	4.28	6.08	1.68	8.5399999999999991	8.27	5.41	Ferroplasmaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.98	1.47	Flavobacteriaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.29	6.35	5.96	2.2599999999999998	4.55	Haloferacaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.41	Lachnospiraceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.96	4.62	11.26	9.84	12.11	Lactobacillaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.34	1.1100000000000001	5.96	12.69	7.37	Metamycoplasmataceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.68	1.68	Methanobacteriaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	8.3000000000000007	Microbacteriaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.21	3.42	Microbacteriaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.42	Miltoncostaeaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.66	Natronoarchaeaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.4900000000000002	Peptostreptococcaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.3600000000000003	4.74	6.76	Polyangiaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	6.34	4.55	5.55	3.32	Propionibacteriaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.61	Pseudomonadaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	7.21	3.44	Pseudonocardiaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.0699999999999998	Sphingomonadaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	41.96	17.010000000000002	16.45	32.01	13.05	4.57	16.91	28.94	34.9	Staphylococcaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.13	6.49	5.15	5.55	Streptococcaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	6.88	17.440000000000001	Streptomycetaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.88	3.06	2.7	25.04	8.02	13.35	4.92	4.5999999999999996	Sulfolobaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	5.12	Thalassobaculaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	7.29	5.4	Thermococcaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.7699999999999996	Weeksellaceae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.66	1.17	2.72	



Tür Bazında Bağıl Bolluk Grafiği

Acidianus ambivalens	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.1599999999999999	Acidiplasma cupricumulans	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.6	3.43	0.34	Agromyces aureus	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	8.3800000000000008	2.4700000000000002	1.62	6.7	Amycolatopsis sp. WQ 127309	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.95	Anoxybacillus amylolyticus	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	0.16	Arenibacter algicola	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	8.16	Bacillus paralicheniformis	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.2200000000000002	Bacteroides coprosuis	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.22	2.82	Blattabacterium cuenoti	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	6.96	7.24	Blautia argi	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.48	3.75	3.7	Blautia obeum	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.62	2.35	Blautia sp. SC05B48	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.89	Borreliella garinii	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.08	1.93	Candidatus Azobacteroides pseudotrichonymphae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	79.319999999999993	Catalinimonas niigatensis	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	12.76	Cutibacterium acnes	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.19	2.46	2.13	Escherichia coli	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.07	2.73	Faecalibacter bovis	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.92	2.6	7.83	0.26	4.2699999999999996	Flavobacterium sediminis	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	0.25	Halorubrum sp. SS7	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.54	4.32	Halostella sp. PRR32	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.22	Hwangdonia sp. SCSIO 19198	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	9.44	3.87	2.87	Klebsiella pneumoniae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.65	Klebsiella variicola	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	4.6900000000000004	Lactobacillus jensenii	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	7.9	7.45	Lysinibacillus louembei	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	0.2	Methanobrevibacter gottschalkii	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	11.6	Micromonospora krabiensis	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.35	1.73	Miltoncostaea oceani	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	6.92	Mycoplasmopsis agalactiae	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.2	3.04	Nosocomiicoccus massiliensis	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	6.13	Peptacetobacter hiranonis	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	6.45	3.83	5.68	Pseudoalteromonas sp. 3J6	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	1.7	3.86	1.93	1.86	2.2799999999999998	Ralstonia pseudosolanacearum	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	3.38	3.37	Salmonella enterica	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	0.8	Sorangium cellulosum	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	15.11	6.76	8.75	6.79	Sphingomonas sanxanigenens	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	6.6	Staphylococcus aureus	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.84	2.5299999999999998	3.19	2.04	Staphylococcus haemolyticus	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	7.24	7.89	Streptomyces marincola	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.82	8.93	0.34	6.47	Streptomyces sp. KMM 9044	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	8.15	7.64	Streptomyces sp. NBC_00503	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	30.63	1.37	13.93	Streptomyces sp. NBC_01298	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	2.58	Thalassobaculum sp. OXR-137	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	17.43	8.02	Thermococcus sp. Bubb.Bath	GI-I	GI-II	GI-III	GII-I	GII-II	GII-III	GIII-I	GIII-II	GIII-III	8.6999999999999993	
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