T.C.
BURDUR MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SIGLA YAGININ (LIQUIDAMBAR ORIENTALIS) KOMMENSAL
ve PATOJEN BAGIRSAK BAKTERILERI UZERINE ETKILERI

Merve ASLAN

YUKSEK LiSANS TEZi

VETERINERLIK FiZYOLOJiST ANABILIM DALI

Danisman

Doc. Dr. Ahu DEMIRTAS

BURDUR-2024






T.C.
BURDUR MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SIGLA YAGININ (LIQUIDAMBAR ORIENTALIS) KOMMENSAL
ve PATOJEN BAGIRSAK BAKTERILERI UZERINE ETKILERI

Merve ASLAN

YUKSEK LiSANS TEZi

VETERINERLIK FiZYOLOJiST ANABILIM DALI

Damisman

Doc. Dr. Ahu DEMIRTAS

Bu Arastirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii tarafindan 0904-YL-23 proje numarasi ile desteklenmistir.

BURDUR-2024



KABUL ve ONAY
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITU MUDURLUGU’NE

Merve ASLAN tarafindan Dog¢. Dr. Ahu DEMIRTAS yonetiminde hazirlanan
“Sigla Yagwmn (Liquidambar orientalis) Kommensal ve Patojen Bagwrsak
Bakterileri Uzerine Etkileri” baslikli tez ¢alismas jiiri iiyeleri olarak tarafimizdan
okunmus; kapsami ve niteligi agisindan Veterinerlik Fizyolojisi Anabilim Dali’nda
Yiiksek Lisans Tezi olarak oy birligi ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Simavi Tarihi 27/11/2024

Prof. Dr. Mehmet Siikrii GULAY
Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Veteriner Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dal1

Baskan
Prof. Dr. Hakan OZTURK Dog. Dr. Ahu DEMIRTAS
Ankara Universitesi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Veteriner Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Fizyoloji Anabilim Dali
Jiiri Jiiri
ONAY

Bu tez, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Lisans Ustii Egitim-Ogretim
Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tiyeleri tarafindan uygun
goriilmiis ve Enstitii Yonetim Kurulu .../ .../ ...... Tarith ve ......... sayil1 karari ile

kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ramazan ADANIR
Midir

Saglik Bilimleri Enstitiisii

i



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca gerek ilgi, 6zen ve sabirla degerli bilgi ve
tecriibelerini benimle paylasarak, gerekse yaptig1 akademik ¢aligsmalarla, bilim insani
olmak ve bilimsel bir ¢caligsma yiiriitmekle ilgili bircok konuda bana 6rnek olan ve yol
gosteren, tez ¢aligsmasinin her asamasinda ¢aligmaya yon veren, beni destekleyen ve
yiireklendiren danmisman hocam Dog. Dr. Ahu DEMIRTAS basta olmak iizere
Anabilim Dalimizin kiymetli hocalar1, Prof. Dr. Mehmet Siikrii GULAY ’a, Prof. Dr.
Ozkan SIMSEK e, Prof. Dr. Ozlem YILDIZ GULAY’a ve Ogr. Gor. Ecem Yiiksel
GURLE ALBAYRAK’a en igten tesekkiirlerimi sunarim. 2210-A Yurt i¢ci Genel
Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda finansal agidan beni destekleyerek maddi
kaygilarimi1 azaltan, bdylece yiiksek lisans egitimime odaklanmami, egitime devam
etmemi ve bu calismayr yliriitmemi saglayan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Kurumu Bilim Insam1 Destek Programlari Baskanhigi’na (TUBITAK
BIDEB) tesekkiir ederim.

1l



ETiK BEYAN

“Sigla Yaguun (Liquidambar orientalis) Kommensal ve Patojen Bagirsak
Bakterileri Uzerine Etkileri” baslikli tez calismamdaki biitiin bilgi ve belgeleri
akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve
sonuclar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak sundugumu, kullandigim verilerde
herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun
olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin
oldugunu, Dog¢. Dr. Ahu DEMIRTAS danismanliginda Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kilavuzuna gére yazildigini beyan
ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Merve ASLAN
Tarih: 21.10.2024
Imza:

iv



ICINDEKILER

IC KAPAK SAYFASI

KABUL ve ONAY SAYFASI
TESEKKUR

BEYAN SAYFASI
ICINDEKILER

SEKILLER

TABLOLAR

SIMGELER ve KISALTMALAR
TURKCE OZET

INGILIZCE OZET (ABSTRACT)
1. GIRIS

2. GENEL BILGILER
2.1. Mikroorganizmalarin Diinyaya Ilk Yerlesimi ve Biyolojik Yasamdaki
Onemi
2.2. Mikrobiyota Nedir?
2.3. Bagirsak Mikrobiyotasi
2.3.1. Bagirsak Mikrobiyotasinin Gelisimi
2.3.2. Bagirsak Mikrobiyotasinin Yerlesimi ve Bilesimi
2.3.3. Bagirsak Mikrobiyotasinin Fonksiyonlari
2.3.3.1. Metabolik islevler
2.3.3.1.1. Karbonhidrat Metabolizmasi
2.3.3.1.2. Protein Metabolizmasi
2.3.3.1.3. Glikozit Metabolizmasi
2.3.3.1.4. Vitamin Sentezi
2.3.3.1.5. Minerallerin Emilimi
2.3.3.2. Bagirsak Mikrobiyotasinin Trofik (Gelistirici) islevleri
2.3.3.3. Bagirsak Mikrobiyotasimin Koruyucu Islevleri
2.3.3.3.1. Fiziksel Bariyer - Bagirsak Epiteli
2.3.3.3.2. Kimyasal Bariyer - Mukus Tabakasi
2.3.3.3.3. Mikrobiyal Bariyer
2.3.3.3.4. Immiinolojik Bariyer
2.3.3.4. Bagirsak Mikrobiyotasinin Norolojik islevleri
2.3.3.4.1. Noral Etkilesim Yolu
2.3.3.4.2. Noroendokrin Etkilesim Yolu
2.3.3.4.3. Immiinolojik Etkilesim Yolu
2.3.4. Eubiyozis ve Disbiyozis
2.3.4.1. Antibiyotik Kullanimi ve Disbiyozis
2.4. Fitokimyasallar
2.4.1. Fitokimyasallarin Simiflandirilmasi
2.4.1.1. Fenolik Bilesikler
2.4.1.1.1. Flavonoidler
2.4.1.1.2. Tanenler
2.4.1.1.3. Stilbenler
2.4.1.1.4. Fenolik Asitler
2.4.1.1.5. Lignanlar

7}
iii
3%

vii
viii
ix
Xii
Xiii



2.4.1.2. Karotenoidler 58

2.4.1.3. Alkaloidler 59
2.4.1.4. Eterik Yaglar 59
2.4.1.5. Saponinler 60
2.4.2. Diyet Fitokimyasallarinin Insan Viicudundaki Metabolizma Siireci
ve Biyoyararlanimlari 60
2.4.3. Fitokimyasallarin Bagirsak Bakterileri Uzerine Antimikrobiyal
Etkileri 62
2.4.3.1. Fitokimyasallarin Antimikrobiyal Fonksiyonlarinin Potansiyel
Etki Mekanizmalar: 65
2.4.3.1.1. Hiicre Duvar Yapisimin Bozulmasi ve Bakteriyel Fizyolojinin
Inhibe Edilmesi 66
2.4.3.1.2. Biyofilm Olusumunun inhibe Edilmesi veya Olgun Biyofilm
Yapisinin Bozulmasi 68
2.4.3.1.3. Antibiyotik Duyarhhginin Modiilasyonu 71
2.4.4. Fitokimyasallarin Kommensal Bagirsak Mikrobiyotasi Uzerine
Prebiyotik - Tipteki Etkileri 76
2.5. Sigla Yag 85
2.5.1. Sigla Yaginn Uretim Siireci 86
2.5.2. Sigla Yaginin Icerigi 88
2.5.3. Sigla Yaginin Kullanim Alanlar1 ve Antimikrobiyal Ozellikleri 89
2.6. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK) 94
3. GEREC ve YONTEM 95
3.1. Kullanilan Sigla Yag ve Icerigi 95
3.2. Bakteri Suslari, Kullanilan Besiyerleri ve Kiiltiir Kosullari 96
3.3. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Tayini 100
3.4. Istatistiksel Analizler 104
4. BULGULAR 105
4.1. Sigla Yaginin Kommensal (Faydal) Bagirsak Bakterileri Uzerine
Etkileri 109
4.2. Sigla Yaginin Patojen Bagirsak Bakterileri Uzerine Etkileri 113
5. TARTISMA 117
6. SONUC ve ONERILER 130
KAYNAKLAR 132
OZGECMIS 170

vi



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5

Sekil 2.6.
Sekil 2.7.

Sekil 2.8.
Sekil 3.1.

Sekil 3.2.
Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.
Sekil 3.6.

Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

SEKILLER

Bagirsak bariyeri ve bu bariyerin bir bileseni olan immiinolojik
bariyerin ayrintili gosterimi

Inflamatuar  bagirsak hastaliklarinda  disbiyotik ve  kronik
inflamatuar durumu etkileyen faktorler

Bagirsak mikrobiyotasinda antibiyotik tedavisi nedeniyle disbiyoz
olusumu

Fitokimyasal bilesik gruplarinin siniflandirilmast

Fitokimyasallarin bakteriyel biyofilmlerle miicadele stratejileri
Fitokimyasallar ve antibiyotiklerin birlikte kullanilmasi yoluyla
patojenlerin antibiyotik duyarliliginin modiilasyonu

Anadolu sigla agaci (a) ve govdesinde yer alan patolojik balsam
kanallar1 (b)

Sigla yaginin liretim agamalar1

Tez calismasinda kullanilan sigla yagi (a), sigla yaginin mutlak
etanol icerisinde c¢Ozdiiriilmesiyle 350 mg/ml konsantrasyonda
hazirlanan stok soliisyonu (b)

Besiyeri bileseni olarak kullanilan rumen sivis1 (siipernatant)
Besiyerinin karbondioksitle doyurulma isleminin baslangicindaki
(a) ve islem tamamlandiktan sonraki (b) gériiniimii

Uremis bakteri siispansiyonlarinda gozle ayirt edilen bulaniklik (a,
b) ve densitometre cihazi ile McFarland optik yogunluk degeri
Olclimii (c)

Calismada kullanilan anaerobik kabin (Whitley DG250, Don
Whitley, West Yorkshire, UK)

Calismada kullanilan biyogiivenlik kabini ClassIl A2 (Bilser BLF
2000)

Sigla yaginin Bifidobacterium bifidum iizerine etkileri

Sigla yaginin Bifidobacterium longum tizerine etkileri

Sigla yaginin Lactobacillus acidophilus tizerine etkileri

Sigla yaginin Lactobacillus casei lizerine etkileri

Sigla yaginin Escherichia coli iizerine etkileri

Sigla yaginin Staphylococcus aureus lizerine etkileri

Sigla yaginin Salmonella Typhimurium {izerine etkileri

Sigla yagiin Clostridium perfringens lizerine etkileri

vii

31

47

51

55
70
72

86

88
96

98
99

100

102

102

109
110
111
112
113
114
115

116



Tablo 2.1.

Tablo 2.2.

Tablo 3.1.

Tablo 3.2.

Tablo 3.3.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

TABLOLAR

Bazi fitokimyasallarin patojen bakteriler lizerindeki antimikrobiyal
aktivitesinin ve bu aktiviteye aracilik eden mekanizmalarin
arastirildigi in vitro calismalar

Fitokimyasallarin ¢esitli metabolik ve psikiyatrik hastaliklar
tizerindeki iyilestirici ve hastalik semptomlarini giderici etkisi ile bu
etkiye aracilik etme potansiyeli olan bagirsak mikrobiyotasi
tizerindeki fonksiyonlariin arastirildigi klinik insan denemeleri
Zorunlu anaerob bagirsak bakterileri i¢in kullanilan Medyum 2’nin
icerigi (100 ml)

Sivi  mikrodilisyon yonteminde kullanilan  96-kuyucuklu
inkiibasyon mikroplakalarinin ¢alismadaki diizeni

Sivi mikrodiliisyon yonteminde kullanilan 96-kuyucuklu blank
mikroplakalarinin ¢alismadaki diizeni

Sigla yaginin kommensal (faydali) ve patojen bagirsak bakterileri
tizerine etkileri

Sigla yaginin kommensal (faydali) ve patojen bagirsak bakterileri
{izerine minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri

Sigla yaginin kommensal (faydali) ve patojen bagirsak bakterileri
lizerine etki yiizdeleri (%)

viil

74

82

98

103

104

106

107

108



Hg
ul

AhR
AMPK

ANOVA
ATCC
ATP
Caco-2
cAMP
CCM

CFU
CLSI

cm
CoA
CREH
DNA
DPPH
DSM

EPS
ETEC
F/B
FAO

GABA
GC-MS

GLP-1
GPR43
HPLC

IDO1
IgA
IgM
IL-
IPA
ISAPP

KBB

SIMGELER ve KISALTMALAR

Benzerlik

Mikrogram

Mikrolitre

Mikromolar

Aril hidrokarbon reseptorii

Adenosine  monophosphate-activated  protein  kinase (Adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaz)

Analysis of variance (Varyans analizi)

American type culture collection (Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonu)
Adenozin trifosfat

Insan kolon epidermal adenokarsinoma hiicresi

Siklik adenozin monofosfat

The Czech Collection of Microorganisms (Cek Mikroorganizma
Koleksiyonu)

Colony Forming Unit (Koloni Olusturan Birim)

Clinical Laboratory Standards Institute (Klinik Laboratuvar Standartlar
Enstitiisii)

Santimetre

Koenzim A

Karbapenem direncli Enterobacter hormaechei

Deoksiriboz niikleik asit

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

German Collection of Microorganisms (Alman Mikroorganizma
Koleksiyonu)

Ekstraseliiler polisakkaritler

Enterotoksijenik E. coli

Firmucutes/Bacteriodetes

Food and Agriculture Organization (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii)

Gram

Gama amino biitirik asit

Gas chromatography—mass spectrometry (Gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi)

Glucagon-like peptide-1 (Glukagon benzeri peptit-1)

G-protein coupled receptor 43 (G-protein-bagli reseptor 43)
High-performance liquid chromatography (Yiiksek performansli sivi
kromatografisi)

Indolamin-2,3-dioksijenaz

Immiinoglobulin A

Immiinoglobulin M

Interldkin

Indol-3-propiyonik asit

International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
(Uluslararas1 Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler Birligi)

Kan-beyin bariyeri

X



kcal

kg
KZYA

1

LB

LDL
LPS

M hiicre
MAMPs

MCT-1
mg
MIiK
ml

mM
mm
mmol
MO
mRNA
MRS
MRSA
MRS-C
MSS
ng
NHE3
nm
NOD2

NODs/CARs

ODe0o
OG-PMF

orn.
PLA/CS
PPAR-y

ppm
PRRs
PYY

QS

Kilokalori

Kilogram

Kisa zincirli yag asitleri

Litre

Luria—Bertani

Low-density lipoprotein (Diisiik yogunluklu lipoprotein)
Lipopolisakaritler

Mikrofold hiicre

Microbe Associated Molecular Patterns (Mikropla iliskili molekiiler
modeller)

Monocarboxylate transporter 1 (Monokarboksilat tasiyict 1)

Miligram

Minimal inhibitdr konsantrasyon

Mililitre

Milimolar

Milimetre

Milimol

Milattan once

Mesajc1 riboniikleik asit

de man, Rogosa, Sharpe

Metisiline direngli S. aureus

%0,05 oraninda sistein ilave edilmis de man, Rogosa, Sharpe s1v1 besiyeri
Merkezi sinir sistemi

Nanogram

Sodium-hydrogen exchanger 3 (Sodyum-hidrojen degistirici 3)
Nanometre

Nucleotide-binding oligomerization domain protein 2 (Nikleotid
baglayici oligomerizasyon alani igeren protein 2

Nucleotide-binding oligomerization domain/caspase recruitment domain
isoforms (Niikleotid baglayici oligomerizasyon alani reseptorleri)

600 nm dalga boyunda 6l¢tilen optik dansite

Ougan'dan  (Citrus  reticulata cv. Suavissima) elde edilen
polimetoksiflavonla zenginlestirilmis fraksiyon

Ornegin

Polylactic acid/Chitosan (Polilaktik asit/Kitosan)

Peroxisome proliferator-activated receptor y (Peroksizom proliferator
aktive edici reseptor-gama)

Parts per million (Milyonda bir birim)

Pattern recognation receptors (Kalip tanima reseptorleri)

Peptide tyrosine tyrosine (Peptit tirozin tirozin)

Quorum sensing (Cogunluk algilamasi)



RNA
ROS
rpm
SMCT-1

sMICS0

SR-B1
STZ
Teff
TLRs
TNF-a
Treg
TSB
vb.
SPSE
WT
YYD

QU= R

Riboniikleik asit

Reaktif oksijen tiirleri

Revolutions per minute (Dakikadaki devir sayisi)
Sodium-coupled monocarboxylate transporter 1 (Sodyum-bagh
monokarboksilat tastyict 1)

sessile Minimal Inhibitory Concentration 50 (Biyofilm olusumunun %50
inhibisyonunu saglayan antibakteriyel konsantrasyon)
Scavenger receptor, class B type I (Copgli reseptor, sinif B tip I)
Streptozotosin

Effector CD4*T (Efektor CD4'T)

Toll like receptors (Toll benzeri reseptdrler)

Tiimor nekrozis faktor-alfa

Regulatory T (Diizenleyici T)

Tryptone Soya Broth

ve benzeri

Shepherd’s purse (Coban cantasi) bitkisinin su ekstrakti

Wild type (Vabhsi tip)

Yiiksek yagl diyet

Alfa

Beta

Gama

Delta

X1



OZET

Sigla Yaginin (Liquidambar orientalis) Kommensal ve Patojen Bagirsak Bakterileri
Uzerine Etkileri

Bu calismada, eterik yaglar ve fenolik bilesiklerce zengin sigla yaginin (Liquidambar
orientalis) kommensal-faydali (Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei) ve patojen-zararli (Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Salmonella Typhimurium)
bagirsak bakterileri lizerine baskilayici (inhibe edici) ve uyarict (stimule edici)
etkilerinin arastirtlmast amaglanmistir. E. coli i¢in Luria-Bertani (LB), S.
Typhimurium ve S. aureus i¢in Tryptone Soya Broth (TSB), L. acidophilus ve L. casei
icin de man, Rogosa, Sharpe (MRS), B. bifidum igin %0,05 oraninda sistein ilave
edilmis MRS, B. longum ve C. perfringens i¢in ise anaerobik bir besiyeri olan Medium
2 kullanilmigtir. Fakdiltatif anaerob olan E. coli, S. Typhimurium ve S. aureus
inkiibator igerisinde diger bakteriler ise anaerobik kabin icerisinde biiyiitiilmiistiir.
Sigla yaginin bagirsak bakterileri iizerine etkileri inkiibator ve anaerobik kabin
icerisinde, s1vi mikrodiliisyon yontemiyle 0,125; 0,25; 0,5; 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64
mg/ml konsantrasyonlarinda arastirilmistir. Kommensal bagirsak bakterilerinin sigla
yagina patojen bakterilere gore daha direngli oldugu gdzlenmistir. Sigla yagi,
kullanilan faydali bakteri suglari iizerinde tamamen inhibe edici etki olusturmamastir.
Ayrica L. acidophilus’un liremesini kullanilan tiim konsantrasyonlarda, B. longum’un
tiremesini ise 1 ve 2 mg/ml konsantrasyonlarda stimule etmistir. Sigla yag1 patojen
bagirsak bakterilerinin iliremesi iizerinde uyarict etki olusturmamigtir. Sigla yagina
kars1 en duyarli patojen bakterinin S. Typhimurium, en direncli patojen bakterinin ise
E. coli oldugu gozlenmistir. Sigla yagi, S. Typhimurium’a karst 8 mg/ml
konsantrasyonda potansiyel antibakteriyel aktivite gostermis, 16 mg/ml
konsantrasyonda S. Typhimurium’un biiyiimesini tamamen baskilamistir (Minimal
inhibitér konsantrasyon, MIK). Diger patojenler olan S. aureus ve C. perfringens
tizerine 0,25-16 mg/ml doz aralifinda potansiyel antibakteriyel aktivite gostermis ve
her iki bakterinin tiremesini de 32 mg/ml konsantrasyonda tamamen inhibe etmistir.
Sigla yagi, E. coli lizerine ise 4-64 mg/ml doz araliginda potansiyel antibakteriyel
aktivite  gOstermis olmakla birlikte bu bakterinin {iremesini tamamen
baskilayamamistir. Bagirsaklardaki faydali bakteriler {lizerine uyarici, patojenler
tizerine ise baskilayici etkiler gosteren si1gla yaginin bagirsak mikrobiyotas: eubiyozis
kosullarina ve bagirsak homeostazisine katki saglama potansiyeline sahip oldugu
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel ajanlar, Antibiyotikler, Bagirsak mikrobiyotasi,
Fitokimyasallar, Prebiyotikler
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ABSTRACT

Effects of Sigla Storax (Liquidambar orientalis) on Commensal and Pathogenic
Intestinal Bacteria

The aim of this study was to investigate the inhibitory and stimulatory effects of sigla
storax (Liquidambar orientalis), rich in essential oils and phenolic compounds, on
commensal-beneficial  (Bifidobacterium  bifidum,  Bifidobacterium  longum,
Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei) and pathogenic (Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Salmonella Typhimurium)
intestinal bacteria. Luria-Bertani (LB) was used for E. coli, Tryptone Soya Broth
(TSB) for S. Typhimurium and S. aureus, de Man, Rogosa, Sharpe (MRS) for L.
acidophilus and L. casei, MRS with 0.05% cysteine added for B. bifidum, and Medium
2, an anaerobic medium for B. longum and C. perfringens. Facultative anaerobic E.
coli, S. Typhimurium and S. aureus were grown in an incubator and other bacteria
were grown in an anaerobic chamber. The effects of sigla oil on intestinal bacteria
were investigated in the incubator and anaerobic chamber by liquid microdilution
method at concentrations of 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 and 64 mg/ml. It has
been observed that commensal intestinal bacteria are more resistant to sigla storax than
pathogenic bacteria. Sigla oil did not have a completely inhibitory effect on the
beneficial bacterial strains used. In addition, it stimulated the growth of L. acidophilus
at all concentrations used and the growth of B. longum at concentrations of 1 and 2
mg/ml. Sigla storax did not have a stimulatory effect on the growth of pathogenic
intestinal bacteria. It was observed that the most sensitive pathogenic bacteria against
sigla storax was S. Typhimurium, and the most resistant pathogenic bacteria was E.
coli. Sigla storax showed potential antibacterial activity against S. Typhimurium at a
concentration of 8 mg/ml, and completely inhibited the growth of S. Typhimurium at
a concentration of 16 mg/ml (Minimal inhibitory concentration, MIC). It showed
potential antibacterial activity on other pathogens, S. aureus and C. perfringens, in the
dose range of 0.25-16 mg/ml and completely inhibited the growth of both bacteria at
a concentration of 32 mg/ml. Although sigla storax has shown potential antibacterial
activity on E. coli in the dose range of 4-64 mg/ml, it could not completely inhibit the
growth of this bacterium. It was concluded that sigla storax, which has stimulatory
effects on beneficial bacteria and inhibitory effects on pathogens in the intestines, has
the potential to contribute to intestinal microbiota eubiosis conditions and intestinal
homeostasis.

Keywords: Antibacterial agents, Antibiotics, Gut microbiota, Phytochemicals,
Prebiotics
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1. GIRIS

Diinyada biyolojik yasamin varligina dair bulunan ilk kanitlar 3,7 milyar yil
oncesine dayanan ve mikroorganizmalar tarafindan olusturulmus olan stromatolit
fosilleridir (Nutman ve ark., 2016; Tapisiz ve Altinbas, 2020). Bu fosilleri olusturan
siyanobakterilerin fotosentetik canlilar oldugu ve iirettikleri oksijenle diinyay1 aerobik
canlilar i¢in yasanabilir kildig1 diisiiniilmektedir (Tapisiz ve Altinbas, 2020). Bu
diisiinceye gore bir aerobik canli olan insan da varligin1 bu mikroorganizmalara
borgludur (Polat ve Ontario, 2016). Tiim bunlar, mikroorganizmalarin biyolojik
yasama katkisinin biiyiikliigiinii géstermektedir. Mikroorganizmalar milyarlarca yildir
su, toprak, hava, bitki ve hayvan gibi canli ve cansiz bir¢ok ekosistemi kolonize
etmislerdir. Insan viicudu da bu kolonizasyon ekosistemlerinden biridir. Insan
viicudunda kolonize olan ve hem birbirleriyle hem de konakcilar ile ¢ogunlukla
simbiyotik iliskiler kuran mikroorganizmalarin tamamina mikrobiyota denilmektedir
(Aragon, 2022). Mikrobiyotanin insan viiciidunda en c¢ok tercih ettigi bolme bagsta

kolon olmak {izere gastrointestinal kanaldir (Karatay, 2019).

Gastrointestinal kanalda kolonize olan ¢ogunlugunu bakterilerin olusturdugu
trilyonlarca  mikroorganizma  toplulugu  "bagirsak  mikrobiyotas1"  olarak
adlandirilmaktadir (Thursby ve Juge, 2017; Wang ve ark., 2022a). Bagirsak
mikrobiyotas1 konakg1 fizyolojisi lizerinde metabolik, trofik (gelistirici), koruyucu ve
norolojik bagliklari altinda incelenebilen bir organinkine esdeger islevlere sahiptir
(Marizzoni ve ark., 2017). Bagirsak mikrobiyotasinin bu islevleri yerine getirebilmesi
saglikli yerlesik mikrofloranin bilesiminin ve islevinin korunmasina baghdir. Yerlesik
bagirsak mikroflorasinin biiyiik bir kismi, ¢ogunlugunu zorunlu anaerobik bakterilerin
olusturdugu yararh islevlere sahip kommensal-faydali bakterilerden olusmaktadir.
Bununla birlikte ¢gogunlukla Proteobacteria filumuna ait Enterobacteriaceae ailesinin
tiyeleri olan fakiiltatif anaerobik patojen bakteriler de mikroflorada yer almaktadir
(Bdumler ve Sperandio, 2016). Stres, basta antibiyotikler olmak iizere sik ilag
kullanimi, alkol ve sigara kullanimi, doymus yag ve seker bakimindan zengin ve/veya
islenmis gidalarla beslenme, cevresel kirlilik, kimyasallar ve fiziksel hareketsizlik gibi
diizensiz yasam faktorleri yerlesik mikrofloradaki kommensal-faydali bakteri

miktarin1 ve mikrobiyal cesitliligi azaltmakta ve patojen bakteri miktarim



arttirmaktadir (Ferreira ve ark., 2022). Olusan bu durum “disbiyoz” olarak
isimlendirilmistir. Disbiyoz huzursuz bagirsak sendromu, kolorektal kanser, obezite,
tip 2 diyabet, alerji, astim, hepatik ensefalopati ve inflamatuar bagirsak hastaliklarinin
yani sira stres, anksiyete, depresyon, otizm spektrum bozuklugu, Parkinson hastaligi,
Alzheimer hastalig1 ve multipl skleroz gibi norolojik, nérodejeneratif ve psikiyatrik

bozukluklarla da iliskilendirilmistir (Avci, 2022; Ferreira ve ark., 2022).

Kommensal bakteriler cesitli stratejilerle patojen mikroorganizmalarin
bagirsak dokusunu istila etmesini ve burada kolonize olmasini engellemektedir ki bu
koruyucu fonksiyon “intestinal kolonizasyon direnci” olarak adlandirilmaktadir
(Lawley ve Walker, 2013). Konvensiyonel antibiyotikler genellikle ayrim
gozetmeksizin  hem patojenik hem de kommensal mikroorganizmalari
hedeflemektedir. Bu durum bagirsak mikroflorasindaki kommensallerin kaybina
neden olmaktadir. Kommensal bakterilerin kaybi ise kolonizasyon direncinin
azalmasma neden olarak, Clostridium difficile ve Salmonella Typhimurium gibi
patojenlerin bagirsaklarda c¢ogalmasina, disbiyoza ve disbiyozun baglattigi ve
tetikledigi hastaliklarin olugsmasina sebep olmaktadir (Bdumler ve Sperandio, 2016).
Ayrica antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimi nedeniyle yayilimi hizla artan
antimikrobiyal direng kiiresel bir saglik tehditi olusturmaktadir. Nitekim Diinya Saglik
Orgiitii (World Health Organization) 2019 yilinda, antimikrobiyal direnci insan saglig
tizerindeki etkisi nedeniyle kiiresel sagliga yonelik en biiyiik on tehditten biri olarak
listelemistir (World Health Organization, 2019). Ote yandan diinya genelinde 6zellikle
de bagisiklik sistemini baskilayan hastaliklarin daha fazla goriildiigii gelismekte olan
iilkelerde prevalanst artan, bagirsak patojenik bakterilerinden kaynaklanan
enfeksiyonlarin da dahil oldugu bakteriyel enfeksiyonlarin, genellikle tek tedavi
seceneginin antibiyotikler olmas kiiresel ¢apta saglik endiselerine neden olmaktadir
(Fongang ve ark., 2023). Diinya genelinde goriilme sikligi artan bakteriyel
enfeksiyonlar ve antibiyotik kullanimimin beraberinde getirdigi sorunlar, sadece
patojen  mikroorganizmalar ilizerine antimikrobiyal etki  gOsterecek ve
mikroorganizmalarda diren¢ gelisimine sebep olmayacak alternatif stratejilerin
arastirilmasina neden olmustur. Bir¢cok calismada fitokimyasallarin bu anlamda

onemli bir potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir (Ahn ve ark., 1998; Moreno-Indias



ve ark., 2016; Seong ve ark., 2021). Sigla yag1 iceriginde eterik yaglar ve fenolik
bilesikler gibi bir¢ok fitokimyasali barindiran bir bitki eksudatidir ve bir¢ok ¢calismada
antimikrobiyal etkisi rapor edilmistir (Demirtas ve ark., 2023). Sigla yaginin patojen
bagirsak bakterileri lizerine antibakteriyel etki gosterirken kommensal bagirsak
bakterilerini koruma veya liremelerini uyarma olasiliginin kanitlanmasi, bagirsak
enfeksiyonlarinin tedavisinde antibiyotiklere alternatif olma potansiyelinin yaninda
bagirsaklarda mikrobiyal dengeyi iyilestiren dolayisiyla da genel viicut sagligi
tizerinde olumlu etkiler olusturan bir gida takviyesi olarak degerlendirilmesinin de

Ontiinii agacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikroorganizmalarin Diinyaya Ilk Yerlesimi ve Biyolojik Yasamdaki Onemi

Diinya lizerindeki yasama dair bilinen en eski fosil kayitlari, siyanobakteriler
(mavi- yesil algler) tarafindan olusturulan, tepecik sekilli ve kirectasi bilesimdeki
katmanli kayaglar olan stromatolitlere aittir (Polat ve Ontario, 2016). Genel kabul
gormiis multidisipliner kanitlara gore en eski stromatolit fosilleri 3,48 milyar yil
Oncesine dayanmakta ve Bati Avustralya'nin Pilbara bolgesinin 1.000 kilometre
kuzeyinde yer almaktadir (Nutman ve ark., 2016; Petrescu ve Petrescu, 2022). Bununla
birlikte Allen Nutman, Vicki Bennett, Martin van Kranendonk Clark Friend ve
Allan Chivas tarafindan yapilan ¢alismalarda giineybati Grénland’daki Isua
yesilkayac kusaginda 3,7 milyar yil yasinda olan stromatolitler kesfedilmistir (Nutman
ve ark., 2016).

Giliniimiizde stromatolitler ¢cogunlukla O iireten siyanobakteriler tarafindan
olusturulmaktadir ve bu durum bazi eski stromatolitlerin de ayn1 sekilde insa edilmis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bilinen tiim fotosentez tiirlerinden yalnizca oksijenli
fotosentez, yan iirlin olarak gaz iiretmektedir. Dolayisiyla eger bir stromatolit
siyanobakteriler tarafindan olusturulmussa, oksijenli fotosentez sirasinda iiretilen O2
kabarciklari, biikiilmiis tabakalar ve i¢ ige gegmis kabarciklar gibi tanisal morfolojik
ozellikleri geride birakabilmektedir. Bu tanisal ozellikler, Kuzey Amerika, Bati
Avustralya, Gliney Afrika ve Asya'da kesfedilen ve ~2,5 milyar yil ila ~2,7 milyar y1l
arasinda degisen zamanlara dayanan deniz ve gol kokenli fosillesmis stromatolitlerde
bulunmaktadir. Arastirmacilar fosillesmis stromatolitlerdeki gaz kabarciklarinin
geride biraktig1 bu isaretlerin antik O» iireten siyanobakterilerin varlig i¢in ikna edici

kanitlar olarak kullanilabilecegini ifade etmektedir (Ostrander ve ark., 2021).

[Ik diinyanin atmosferinde O igeriginin son derece diisiik seviyelerde
bulunmasi anaerobik bir ortam olusmasina neden olmustur (Kasting, 1993). Bu durum
stromatolit fosillerini olusturan siyanobakterilerin anaerobik canlilar oldugunu
gostermektedir. Zaman gegtikge siyanobakterilerin sayisi ciddi bir sekilde artis

gdstermis ve bunun neticesinde atmosferdeki serbest O, miktar1 artmistir. iki buguk



milyar y1l 6nce meydana gelen bu atmosferik O, artig1 aerobik organizmalar i¢in uygun
ortami saglamig ve O2’yi kullanan mikroorganizmalar diinyada nefes almaya
baslamistir (Tapisiz ve Altinbas, 2020). Bir aerobik canli olan insan da varligin1 bu
anaerobik ve fotosentetik canlilara bor¢ludur (Polat ve Ontario, 2016). Goriildiigi gibi
mikroorganizmalar diinya {izerindeki yasamin baglangicindan bugiline kadar
milyarlarca yildir varliklarini siirdiirmiisler ve toprak, hava, su, bitki ve hayvan gibi
canli ve cansiz bircok ekosistemi kolonize etmislerdir. Insan viicudu da bu

kolonizasyon ekosistemlerinden biridir.

2.2. Mikrobiyota Nedir?

Mikrobiyota bedenimizi paylasan kommensal, simbiyotik ve patojenik
mikroorganizmalarin olusturdugu ekolojik yapidir. Mikrobiyom ise bu ekosistemde
yasayan mikroorganizmalarin toplam genomu olarak ifade edilmektedir. Fakat
giinimiizde mikrobiyota ve mikrobiyom literatiirde birbirinin sinonimi olarak
kullanilmaktadir (Salman ve ark., 2015). Insan, kabaca %10 u insan hiicresi, %90°1 ise
bu makroskobik konaga yerlesmis mikrobiyal hiicrelerden olusan bir
siiperorganizmadir (Karatay, 2019). Yani insan viicudunda toplam insan hiicresinden
yaklagik olarak on kat fazla, 1-10 katrilyon mikrobiyal hiicre bulunmaktadir (Geng,
2018). Ustelik bunlar insan genomundan 150 kat fazla gen icermekte ve bu mikrobiyal
genom insan viicudunun ikinci genomu olarak adlandirilmaktadir (Kuk ve ark., 2016;
Salman ve ark., 2015). Insan genomu sabit iken mikrobiyal genom, insan &mrii
boyunca insana uyumlu esnek bir degiskenlik gostermektedir. Mikrobiyotada cins ve
tiir diizeyindeki degisiklikler yillar i¢inde dinamik bir sekilde devam etmektedir.
Yenidogan ile 2 yasindaki cocugun, ergen ile eriskinin, gebe ile yaslinin mikrobiyotasi

birbirinden farklidir (Kuk ve ark., 2016).

Mikrobiyotada yer alan mikroorganizmalar birbirleriyle ve insan konakgilar
ile simbiyozdan parazitlige kadar uzanan karmasik trofik iliskiler kurmaktadir.
Mikrobiyota bdylece, konakgr ile dinamik bir sekilde etkilesime girerek hem sagliga
hem de hastaliga katkida bulunmaktadir (Aragon, 2022). Mikrobiyota ve insan immun
sistemi, ¢ocukluk arkadaslar1 gibi dogumdan itibaren birbirleriyle oynayarak biiyiiyiip,

gelismekte ve olgunlasmaktadir. Baska bir deyisle mikrobiyota ile insan arasindaki



birliktelik sadece cocukluk donemine ait olmayip hastalikta ve saglikta 6lim onlari

ayirana kadar devam etmektedir (Kuk ve ark., 2016).

Insan mikrobiyotasi, basta bakteriler (yiiksek oranda anaeroblar) olmak iizere
viriis, arke ve 0karyotlardan (mantarlar, protozoalar ve hatta solucanlar) olugsmaktadir
(Aragdn, 2022). Giiniimiize dek insanlarda 10.000°den fazla bakteri ve mantar ve
3.000’1 askin wviriis tiirii saptanmistir. Bu mikroorganizmalar; insanin, deri,
gastrointestinal sistem, solunum sistemi ve tirogenital sistem gibi doku ve organlarinda
kolonize olmustur (Karatay, 2019). Agizla baslayip aniisle sonlanan gastrointestinal

sistem mikrobiyotanin ana yerlesim yerlerinden biridir (Kuk ve ark., 2016).

Gastrointestinal sistem su, toprak ve deri gibi diger bircok habitata gore
sicaklik, nem ve pH bakimindan daha stabil ortam sartlarina sahip olmasi, genis ylizey
alani, konak¢min savunma sistemleri sayesinde patojenlerden korunabilmesi ve
mikroorganizmalar i¢in zengin besin 6geleri igermesi nedeniyle mikrobiyotanin biiyiik
kismin1 igermektedir. Kolon, tek basina viicudumuzdaki mikroorganizmalarin
%70’inden fazlasim1 barindirmaktadir (Karatay, 2019). Kolonda mikrobiyal yogunluk
ve gesitlilik muazzamdir. Ciinkii kolonda asitlik hemen hemen ortadan kalkmis ve
safranin toksik bilesenleri enterohepatik dolasim yoluyla geri emilmistir. Ayrica
enzimatik aktivite kolonda oldukc¢a diisiiktiir ve hepsinden 6nemli olarak burada
oldukca yavas hareket eden siirekli besin sirkiilasyonu vardir ve tiim bunlar

mikroorganizmalarin birikmesini kolaylastirmaktadir (Aragon, 2022).

2.3. Bagirsak Mikrobiyotasi

Gastrointestinal kanalda kolonize olan bakteri, arkea ve Okarya toplulugu
"bagirsak mikrobiyotasi" olarak adlandirilmaktadir ve bu mikrobiyota karsilikli olarak
yararl bir iligski olusturmak i¢in binlerce yil boyunca konakgi ile birlikte evrilmistir
(Thursby ve Juge, 2017). Trilyonlarca mikroorganizma fizyolojik bagirsak
ekosistemini olusturmak i¢in bagirsaktaki anaerobik ve besleyici ortamda kolonize

olmaktadir (Wang ve ark., 2022a).



2.3.1. Bagirsak Mikrobiyotasinin Gelisimi

Prenatal donemde mikroorganizma varligiyla ilgili genel kabul olan “steril
rahim dogmasi1”nda insan fetiisliniin doguma kadar steril oldugu ve dogumdan sonra
mikroorganizmalarin sindirim kanalinda kolonize olmaya basladig1 varsayilmaktadir.
Ancak bazi c¢alismalar bebekteki mikrobiyota kolonizasyonunun anne karninda
basladigin1 gostermektedir (Goralczyk-Binkowska ve ark., 2022). Normal ve
sezaryenla dogan saglikli yenidoganlardan alinan mekonyum o6rneklerinin icerikleri
arasinda simbiyotik bakteri farkliliklarinin tanimlanmasindan bu yana, intrauterin fetal
ortamin steril oldugu fikri sorgulanmistir. Jiménez ve ark. (2008) hamile farelere agiz
boslugu yoluyla genetik olarak isaretlenmis bir Enterococcus faecalis susu agilamis ve
ardindan bakteriyi sezaryenle dogan yavrularin mekonyumundan izole etmislerdir. Bu
da anneden gelen mikroplarin fetiisiin gastrointestinal kanalina girebilecegini
disiindiirmistiir (Jiménez ve ark., 2008). Steril kosullar altinda 320 denekten toplanan
plasenta Ornekleri iizerinde yapilan tam genomlu bir metagenomik calismada ise,
Tenericutes, Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ve Fusobacteriea filumlarindan
patojenik olmayan-kommensal bakterileri iceren benzersiz bir plasental mikrobiyal
flora tespit edilmistir (Aagaard ve ark., 2014). Farklh bir calismada, plasenta ve
amniyotik sivinin diisiik cesitlilik ve zenginlikle ve Proteobacteria filumu baskinligi
ile karakterize edilen farkli bir mikrobiyal toplulugu barindirdigi rapor edilmistir
(Collado ve ark., 2016). Jiménez ve ark. (2005) elektif sezaryen ile dogan saglikli
yenidoganlarin  gobek  kordonu  kanindan  Enterococcus,  Streptococcus,
Staphylococcus ve Propionibacterium tiirlerini izole etmistir. Satokari ve ark. (2009)
tarafindan yapilan ¢alismada, Lactobacillus ve Bifidobacterium DNA's1, normal ve
sezaryenle dogan bebeklerin plasentasinda, herhangi bir canli hiicre yetistirilmeden
tespit edilmistir. Dogrudan kanit olmamasina ragmen, tiim bu bulgular bakterilerin kan
dolasimi ve plasenta yoluyla anneden fetiise gectigini gostermektedir (Borre ve ark.,
2014). Bu yonde literatiir bilgileri olmasina karsin bebegin mikroorganizmalarla

biiyiik 6l¢iide karsilastig1 yer dogum kanalidir (Xiao ve Zhao, 2023).

Dogum sekli de mikrobiyota gelisimini ve bilesimini etkilemektedir (Thursby
ve Juge, 2017). Vajinal dogumlarda bebek anneye ait kolon, deri ve vajinal

mikrobiyomu agiz yoluyla almaktadir. Boylece yasamin ilk saatlerinden itibaren



yenidoganin bagirsaginda mikrobiyal kolonizasyon olugmaya baslamaktadir.
Sezaryen ile dogan bebeklerde ise bagirsak mikrobiyomu daha ¢ok anneye ait deri,
oral mikrobiyom ve ameliyathanedeki bakterilerden olusmaktadir. Sezaryen ile dogan
bebeklerde, annneye ait vajinal ve anal mikrobiyotaya maruziyet olmadigindan bu
bebeklerin gaitasinda bazi dnemli Lactobacillus cinsleri ve bifidobacteria gibi annenin
bagirsak mikrobiyotasina ait kommensal-faydali bakteriler daha ge¢ donemlerde
ortaya ¢ikmaktadir. Bu kommensal bakterilerin ge¢ kazanilmasi sezaryenle dogan
bebeklerin inflamatuar bagirsak hastaligi (Bager ve ark., 2012), gastroenterit
(Hakansson ve Kallen, 2003) obezite (Darmasseelane ve ark., 2014), astim
(Hékansson ve Kallen, 2003), hipertansiyon (Horta ve ark., 2013) ve alerji (Renz-
Polster ve ark., 2005) gibi gastrointestinal, kardiyovaskiiler ve immiinolojik
hastaliklara yakalanma riskini arttrmaktadir (Durgut ve Yagmur, 2020). Diyabeti,
inflamatuar bagirsak hastalig1 ve yakin zamanda antibiyotik kullanim1 olmayan 1.097
yetiskin goniilliden alinan digki mikrobiyom o6l¢iimlerinin, sezaryen dogum veya
apendektomi Oykiisii ile karsilagtirildig1 arastirmada, sezaryenle dogan yetiskinlerin
diski mikrobiyal popiilasyonunun olduk¢a farklt bir bilesimine sahip oldugu
goriilmistiir. Bu ayrimin dogum sirasinda kazanilip kazanilmadigi ve yetigkinlik
doneminde hastalik riskini etkileyip etkilemedigi ise bilinmemektedir (Goedert ve
ark., 2014). On sekiz anne/yenidogan ikilisi lizerinde yapilan bir ¢alismada, vajinal
yolla dogan yenidoganlar, ameliyat sonras1 standart tedavi uygulanan sezaryenle
dogan yenidoganlar ve sezaryenle dogan ve dogumun hemen ardindan annenin vajinal
stvilarina maruz kalan yenidoganlar olmak tizere ii¢ gruba ayrilan anne ve bebeklerin
mikrobiyomu karsilastirilmistir. Son gruptaki yenidoganlarin dogumdan iki dakika
sonra, agizlari, yiizleri ve viicutlarinin geri kalan kismi, bir saat boyunca annelerinin
vajinasinda birakilmis gazli bezle silinmistir. Bu islemin yapildig1 yenidoganlarin
bagirsak, agiz ve cilt mikrobiyomlarinin sezaryenla dogmus yenidoganlara kiyasla,
vajinal olarak dogmus yenidoganlara daha benzer oldugu ve bu benzerligin bir ay
boyunca devam ettigi belirtilmistir (Dominguez-Bello ve ark., 2016). Bu bulgular,
Danimarka’da 0-14 yas araligindaki toplam 750.569 cocugun niifus ve ulusal
kayitlariin incelendigi ve elektif sezaryenle (dogum sancisi1 yok) dogan ¢ocuklarin,
dogum sezaryenle sonuglanmis olsa bile, dogum sirasinda annelerinin vajinal

mikrobiyomuna bir miktar maruz kalan akut sezaryenle dogan ¢ocuklara kiyasla astim
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gibi saglik sorunlari agisindan daha yiiksek risk altinda oldugunun tespit edildigi
arastirmayla uyumludur (Kristensen ve Henriksen, 2016). Sezaryen dogumun
yenidogan mikrobiyota kolonizasyonu iizerindeki bir diger etkisi de antibiyotiklere
erken maruziyettir. Ciinkii sezaryen dogum yapan kadinlarin neredeyse tamami
ameliyat sonrasi1 enfeksiyon riskini azaltmak i¢in intrapartum antibiyotik almaktadir
(Dunn ve ark., 2017; Smaill ve Grivell, 2014) Bu giiclii intravendz antibiyotikler
plasenta yoluyla fetiise hizla bulagsmaktadir. Bu nedenle dogum aninda hem annenin
hem de yenidoganin viicudunda aktif dolasimda olan bu antibiyotiklerin mikrobiyota

transferi lizerinde birgok etkisinin oldugu diistiniilmektedir (Dunn ve ark., 2017).

Vajinal dogum ile diinyaya gelen bir bebegin mikrobiyotasina, dogum
kanalindan gegerken Escherichia coli, Staphylococcus ve Streptococcus gibi patojen
bakteri tiirleri de gecmektedir. Fakiiltatif anaerob olan bu bakteriler ¢ogalarak birkag
giin sonra anaerob bir ortam olusturmaktadir (Giiney ve Cinar, 2017). Bu tiir bakteriler
yenidogan i¢in risk olusturabilmektedir. Neyse ki gebelikte ve dogum sirasinda
anneden bebege gecen immiin faktdrler, dogum sonu dénemde de emzirme yoluyla
varligini siirdiirmekte ve bebegi enfeksiyonlardan korumaktadir (Erbay ve ark., 2019).
Anne siitinde bol miktarda bulunan dogal prebiyotikler, immiinglobulinler ve
oligosakkaritler yeni dogani1 enfeksiyonlara karsi korurken istenmeyen bakterilerin
cogalmasini da onlemektedir (Dizdar, 2017; Mutic ve ark., 2017). Anne siitii, emzirilen
bebegin sindirim unsurlarinca tamamen sindirilemeyen bir dizi oligosakkarit
igermektedir. Insanin evrimsel perspektifinden bakildiginda bu, annenin enerji
kaynaklarmin verimsiz kullanimi gibi goriilebilmektedir. Bununla birlikte, bu
oligosakkaritler kommensal-faydali Lactobacillus ve Bifidobacterium bakterileri
tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilabilmekte ve bdylece bu bakterilerin kolonda
biiylimelerini tesvik edebilmektedir (Erbay ve ark., 2019; Zivkovic ve ark., 2011). Bu
laktik asit bakterileri ise bakteriyosinler iireterek patojenleri inhibe edebilmektedir.
Boylece dogum sonu erken donemde anne siitii alan bebekler zararh
mikroorganizmalara kars1 korunmaktadir (Erbay ve ark., 2019). Anne siitli almayan
bebekler ise bu saglik avantajlarindan mahrum kalmakta ve hastaliklara acik hale
gelmektedir. Mama ile beslenen bebeklerin bagirsak mikrobiyal toplulugunda

Roseburia, Clostridium ve Anaerostipes gibi yetiskinlerde yaygin olan Clostridia'ya



ait tiirler bol miktarda bulunmaktadir (Béckhed ve ark., 2015). Ayrica emzirilen
bebeklere verilen nispeten kiigiik miktarlardaki mamanin, gastrointestinal ortami ve
mikrobiyotay1 anne siitiiyle beslenenlerden mamayla beslenen bir modele degistirdigi

rapor edilmistir (O'Sullivan ve ark., 2015).

Anne siitiiniin kesilmesi ya da ek besinlere baslanmasi ile birlikte bebegin
bagirsaginda  bakteri  kolonizasyonu  degismekte  Bifidobacterium  ve
Enterobacteriaceae bakterilerinin bollugu azalirken Bacteroides, Clostridium ve
Ruminococcus cinsi bakterilerin miktarinda artis gézlenmektedir (Fallani ve ark.,
2011; Koenig ve ark., 2011). Bebeklerde bagirsak mikrobiyotas1 12-30 ay arasinda
yetiskin bagirsagindaki kolonizasyona benzer bir mikrobiyotaya doniisiirken,
yetiskininkine benzeyen ve biiylik oranda kalici olan bagirsak mikrobiyotasi kati
gidalarin ve diger sofra besinlerinin tiiketilmesi nedeniyle 3 yas civarinda

olusmaktadir (Arrieta ve ark., 2014).

Yetiskinlikte bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi biiyiik 6l¢iide stabil olmasina
karsin, uzun siireli antibiyotik kullanimi (Dethlefsen ve Relman, 2011), islenmis
gidalarla (Miclotte ve Van de Wiele, 2019), yiiksek yagl diyetle (Malesza ve ark.,
2021) veya yliksek sekerli diyetle (Tang, 2023) beslenme, asir1 alkol (Calleja-Conde
ve ark., 2021) ve sigara kullanimi (Antinozzi ve ark., 2022) gibi diizensiz yasam
aligkanliklarina bagh olarak birtakim degisimler de goriilebilmektedir (Dethlefsen ve
Relman, 2011). Geng¢ yetiskinlerin, yashlarin ve asirlik bireylerin mikrobiyota
bilesiminin ve ¢esitliliginin karsilastirildig: bir ¢alismada, geng yetiskinlerin ve yetmis
yasindaki insanlarin bagirsak ekosistemindeki mikrobiyal kompozisyon ve ¢esitliligin
olduk¢a benzer oldugu, ancak bir asirlik popiilasyonda mikrobiyota cesitliliginin
onemli Ol¢lide azaldig1 gozlemlenmistir. Ayrica asirlik mikrobiyotanin, ¢ogunlukla
Proteobacteria filumuna (E. coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas spp. gibi)
ve Bacilli siifina (Bacillus spp. ve Staphylococcus spp. gibi) ait olan fakiiltatif
anaeroblar, 6zellikle de firsat¢1 mikroorganizmalar acisindan zengin oldugu tespit
edilmistir. Buna karsin bu bireylerin mikrobiyotasinda Faecalibacterium prausnitzii
gibi biitirat liretici kommensal bakterilerin miktarinin azaldig1 gézlemlenmistir (Biagi

ve ark., 2010). Yaghlarda genel olarak, mikrobiyotanin kisa zincirli yag asidi tiretimi
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gibi metabolik siire¢leri ger¢eklestirme kapasitesi ile amilolitik ve proteolitik aktivitesi

azalmaktadir (Woodmansey ve ark., 2004).
2.3.2. Bagirsak Mikrobiyotasinin Yerlesimi ve Bilesimi

Insan bagirsak kanalindaki mikrobiyal toplulugun ¢ogu, karmasik yapilara
sahip bakterilerdir. Bagirsak kanalinda 1.000'den fazla bakteri tiirli vardir ve sayilari
yaklasik 10'*'e ulasmaktadir (Wang ve ark., 2022a). Gastrointestinal kanaldaki bakteri
toplulugunun bilesimi ve sayis1 pH, O> varligi, bagisiklik tepkisi, viicut salgilar1 ve
besin mevcudiyeti gibi ¢esitli konak faktorleri tarafindan belirlenmektedir (Dey,
2019). Gastrointestinal kanal fonksiyonel ve anatomik olarak mide, ince ve kalin
bagirsaklar olmak {izere ii¢ boliimde incelenebilmektedir. Her bolimiin farkli
mikrocevresi ve fizikokimyasal bariyeri o bolime spesifik mikrobiyotanin
biliylimesine olanak saglamaktadir. Mikrobiyota konsantrasyonu midede az sayida,
ancak kolonda ¢ok yliksek konsantrasyonlarda olmak iizere, gastrointestinal sistem
boyunca istikrarli bir sekilde artmaktadir (Adak ve Khan, 2019). Onceleri midenin
steril oldugu ve asidik ortam, bakterisidal bir bariyerin varligi, safra asitlerinin geri
akis1, mukus tabakasiin kalinligi, giiglii bir antimikrobiyal madde olan nitrik oksitin
varlig1 ve gastrik peristaltizim nedeniyle bakteri liremesine karsi elverisli olmadigi
diisiiniilmekteydi (Wu ve ark., 2014; Yang ve ark., 2013). 1981'de, Helicobacter
pylori'nin kesfedilmesinden birka¢ ay o©nce The Lancet dergisinde midede
Streptococcus, Neisseria ve Lactobacillus gibi ¢ok sayida aside direngli bakteri cinsi
bulundugu bildirilmistir (Muscroft ve ark., 1981). Mide, agiz boslugundaki bakterilere
ve duodenumdan bakterilerin geri akisina maruz kaldig i¢in bu bakterilerin varlig
sasirtict degildir. 1982 yilinda Robin Warren ve Barry Marshall tarafindan midede
Campylobacter pyloridis’in kesfedilmesiyle birlikte steril mide dogmasi yikilmistir.
Kesfedilen bu bakteri daha sonra 1984 yilinda H. pylori olarak adlandirilmistir.
Midedeki bakterilerin %65'inden fazlasi agizdan kdken almaktadir. Dolayisiyla mide
suyunda bulunan Veillonella, Lactobacillus ve Clostridium gibi bakteri tiirleri gegici
olabilmektedir. Gegici bakteriler, mide mukozasinda kolonize olmadan kisa siireli
kiiciik koloniler olusturmakta ve konake¢iyla etkilesime girmemektedir. Bununla
birlikte H. pylori disindaki bakterilerin mide mukozasinda kolonize olup olmadig ve

kalin mukus tabakasimna niifuz ederek konakgi ile etkilesime girip girmedigi
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bilinmemektedir. Saglikli insan midesinde normalde Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Fusobacteria ve Proteobacteria olmak tizere bes ana filum ve
Prevotella, Streptococcus, Veillonella, Rothia ve Haemophilus bakteri cinsleri

bulunmaktadir (Nardone ve Compare, 2015).

Ince bagirsak duodenum, jejunum ve ileum olmak iizere ii¢ boliime ayrilmakta
ve besinlerin sindirimine ve emilimine biiyiik 6l¢iide yardime1 olmaktadir. Duodenum
mikrocevresi, safra asitleri, pankreas salgilar1 ve antimikrobiyal ajanlarla karakterize
edilmektedir. Bu unsurlarin yani sira burada gidanin hizli gecisi ve oksijenin miktari
bakteri yogunlugunu (10°-10* CFU (Koloni Olusturan Birim-Colony Forming
Unit)/ml) ve gesitliligini sinirlamaktadir. Firmicutes ve Actinobacteria duodenumdaki
baskin subelerdir. Jejunum g¢esitlilik ve yogunluk (10°-107 CFU/ml) acisindan
bakteriyel kolonizasyonu desteklemekte ve ¢ogunlukla Lactobacillus, Enterococcus
ve Streptococcus dahil olmak iizere fakiiltatif anaeroblarin ve Gram pozitif aeroblarin
biiyiimesine imkan tanimaktadir (E1 Aidy ve ark., 2015). Ileuma gegiste ise aerobik
tiirler baskin hale gelmekte ve bakteri yogunlugu 10° CFU/ml'ye kadar ulagsmaktadir.
Buna karsilik, ileumun ileosekal kapaga yakin distal kismi kolona benzer sekilde

anaeroblar ve Gram negatif organizmalarla doludur (Adak ve Khan, 2019).

Kalin bagirsak; sekum, ¢ikan, enine ilerleyen ve inen kolon ile rektumdan
olusmaktadir. Kalin bagirsak, buradan gidanin oldukg¢a yavas gecisi ve anaerobik
durumu nedeniyle sindirilmemis gidanin fermantasyonu ve su emiliminde baskin bir
bolgedir. Bagirsak mikrobiyotasinin ¢ok biiyiik bir kismima kalin bagirsaklar ev
sahipligi yapmaktadir. Bakteri yogunlugu burada 10'2 CFU/ml' ye ulasmaktadir. Kalin
bagirsakta, anaeroblarin sayis1 aeroblardan 100-1.000 kat fazladir (Adak ve Khan,
2019). Kolonda bulunan mikrobiyal hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunu (>%99) zorunlu
anaerob bakteriler olusturmakla birlikte burada daha az sayida fakiiltatif anaerob tlirler
de bulunmaktadir (Maier ve ark., 2014). Kalin bagirsakta barinan mikrobiyal tiirlerin
onemli bir kismi kommensal-faydali floradir. Bununla birlikte bagirsak
mikrobiyotasinda bulunan Salmonella enterica, Salmonella Enteritidis, Salmonella
Heidelberg, S. Typhimurium, H. pylori, C. difficile, Shigella dysenteriae, Klebsiella
spp., Vibrios spp., Enterobacter spp., Bacillus cereus, Yersinia pestis, Campylobacter

coli, Proteus spp., Campylobacter jejuni ve enterotoksijenik E. coli gibi diger
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bakteriler olduk¢a patojendir. Bu patojen bakteriler yasa, bagirsak sagligina, bagisiklik
hastaliklarina, kronik hastaliklara veya diger tetikleyicilere gore heterojen patogenezle
gastrointestinal sorunlara neden olabilmektedir. (Martinez ve ark., 2020). "Patojen"
terimi ilk olarak 1880'lerin sonlarinda hastaliga neden olan mikroplar kategorize
etmek i¢in tiiretilmistir. Bununla birlikte daha 6nce patojen olmadig: diisiiniilen firsatci
mikroorganizmalarin patojenik dogast 1950'lere kadar anlasgilamamustir. Ornegin
1950'lere kadar koagiilaz negatif Staphylococci (insan derisinin normal florasinin bir
pargast) ve Candida albicans (genellikle vajina, agiz, bagirsak ve ciltte bulunur)
nadiren hastalikla iligskilendirilmistir. Daha sonra deri ile kan arasinda kanal agan
intravendz sondalarin ve kemoterapi gibi bagisikligi baskilayan tedavilerin
kullanilmasiyla birlikte bu mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar
yayginlagmistir. Bu durum mikrobiyologlari, patojen olmayan mikroorganizmalari
konakg¢1 organizmadaki durumlarina gore tanimlamak i¢in niteleyiciler kullanmaya
yoneltmistir ve patojen olmayan mikroorganizmalar "kommensaller" ve "fakiiltatif-
firsatc1 patojenler”" olarak smiflandirilmistir. "Kommensal" terimi herhangi bir
hastaliga neden olmadan konak¢inin  iizerinde veya icinde yasayan
mikroorganizmalara atifta bulunmakta ve konakg¢i genellikle kommensallerden (6rn.
Lactobacillus spp.) yararlanmaktadir. Bu nedenle kommensal bakteriler “yararli
bakteriler” olarak da adlandirilabilmektedir (Casadevall ve Pirofski, 2014).
Konakgilarda, fiziksel ve kimyasal bariyerler, mikrobisidal (poli)peptitler ve
profesyonel fagositlerden olusan dogustan gelen bagisiklik sistemi, mikrobiyotanin
kontrol altina alinmasini saglamakta ve bakterilerin sinir1 gegmesini engellemektedir.
Yaralanmalar ve genetik veya fizyolojik bozukluklar nedeniyle dogustan gelen
bagisiklik sisteminde hasarlar olugsmasi sonucunda, mikrobiyotanin belirli iiyeleri bu
bariyeri asabilmekte, ¢ogalabilmekte ve sonunda daha derin dokulara yayilarak
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu iiyeler “fakiiltatif-firsat¢1 patojenler” olarak
adlandirilmaktadir (6rn. Staphylococcus spp.). “Zorunlu patojenler” ise dogal olarak
insan mikrobiyomuna ait degildir. Bu mikroorganizmalar viicut bariyerlerini
asabilmekte, yetkin bir dogustan gelen bagisiklik sisteminden bile kagabilmekte veya
mukozal arayliizlerin fizyolojik fonksiyonu iizerinde kontrol sahibi olabilmektedir
(6rn. Vibrio cholerae). Zorunlu patojenik bakterilerin enfeksiyon stratejisi, enfekte

konak¢ida verimli bir sekilde c¢ogalmayr ve yeni konakgilara yayilmayi
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amaglamaktadir. Bu amag i¢in enfekte konak¢i nislerinin hiicresel, immiinolojik ve
metabolik 6zelliklerine en iyi sekilde adapte olabilmelerine olanak taniyan patojenite
ve uygunluk faktorleriyle donatilmislardir. Fakiiltatif-firsat¢1 patojenler bu tiir
donanimlara daha az sahip olduklarindan, bulasic1 hastaliklara neden olmak i¢in 6zel

konake firsatlarina ihtiya¢ duymaktadir (Fuchs ve ark., 2012).

Bugiine kadar 50'den fazla bakteri filumu tanimlanmis olmasina ragmen
(Schloss ve Handelsman, 2004), insan bagirsak mikrobiyotasinda bunlardan sadece
Bacteroidetes ve Firmicutes filumlar1 hakimdir (~%80-90) (Qin ve ark., 2010).
Bununla birlikte Actinobacteria, Proteobacteria ve Verrucomicrobia filumlar1 da
kiiglik oranlarda bulunmaktadir. Saglikli bireylerde bagirsak florasinda Firmicutes
(Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus, Butyrivibrio, Anaerostipes, Roseburia,
Faecalibacterium vb. Gram pozitif cinsleri kapsamakta - %40), Bacteroidetes
(Bacteroides, Porphyromonas, Prevotella vb. Gram negatif cinsleri kapsamakta -
%40), Actinobacteria (Gram pozitif Bifidobacterium cinsi - %10), Proteobacteria
(Enterobacteriaceae gibi Gram negatif cinsleri kapsamakta - <%3) ve Verrucomicrobia
(Akkermansia vb. cinsleri kapsamakta - <%?3) filumlar1 bulunmaktadir (Aragon, 2022;
Varim ve ark, 2017). Insan bagirsaginda bulunan bakteri tiirlerinin sayisma iliskin
tahminler farkli calismalar arasinda bliyiik farkliliklar gostermektedir ancak genel
olarak 500 ila 1.000 tiir icerdigi kabul edilmektedir. Bununla birlikte, birden fazla
denegi kapsayan yeni bir analiz, kolektif insan bagirsak mikrobiyotasinin 35.000'den
fazla bakteri tiirlinden olustugunu 6ne siirmiistiir (Sekirov ve ark., 2010). Bacteroidetes
filumunda bulunan bakteri tiirlerinin bazilar1 patojenik 6zellikler gosterebilmektedir
ancak bu filumda bulunan bakteri tiirlerinin biiyilk c¢ogunlugu kommensal
karakterdedir. Firmicutes filumunda ise Lactobacillus spp. gibi baz1 kommensal tiirler
bulunmakla birlikte C. difficile gibi 6nemli patojenik tiirler de bulunmaktadir (Rajili¢-
Stojanovi¢ ve de Vos., 2014; Yagci ve ark., 2021). Bagirsak mikrobiyotasinin baskin
iki filumunun birbirine oran1 (Firmucutes/Bacteroidetes-F/B) icerdikleri kommensal
ve patojen bakteri tiirleri nedeniyle bagirsak sagliginin ve hastalifinin bir belirteci
olarak kullanilabilmektedir. Saglikli kisilerde Firmicutes/Bacteroidetes orani 1:1 ile
1:3 orant araliginda degismekte ve bu oran yaghilikla birlikte 6nemli Olgiide

artmaktadir (Vaiserman ve ark., 2020; Varim ve ark., 2017). Bagrsak
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mikrobiyotasinda artmis veya azalmig F/B oranlar1 otoimmiin hastalik, iltihaplanma
ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmistir. Ley ve ark. (2005), obezitesi olan
hayvanlarda Bacteroidetes'in goreceli bollugunda %50'lik bir azalma ve Firmicutes'te
bununla orantili bir artis oldugunu bildirmistir. Ley ve ark. (2006) daha sonra
insanlarda bagirsak mikrobiyal ekolojisi ile viicut yag: arasindaki iliskiyi arastirmak
icin rastgele segilen 12 obez kisiyi ya yag kisith ya da karbonhidrat kisith diigiik
kalorili diyet programina tabi tutmus ve bu hastalar1 1 yil boyunca izlemistir. Diyet
miidahelesinden 6nce obez kisilerde zayif kontrollere gore daha az Bacteroidetes ve
daha fazla Firmicutes oldugu gozlemlenmistir. Zamanla, diyet tiiriine bakilmaksizin
Bacteroidetes'in goreceli bollugu artmis ve Firmicutes'in bollugu azalmistir. Ayrica
her iki diyet miidahalesi viicut agirliginda azalmaya neden olmus ve Bacteroidetes
bollugunun artmasinin viicut agirhgindaki kayip ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Bu
konudaki diger bircok c¢alisma da obez hayvanlarin ve insanlarin bagirsak
mikrobiyotasinin, normal kilolu bireylerle karsilastirildiginda daha yiiksek bir
Firmicutes/Bacteroidetes orani sergiledigini tespit etmis ve bu oranin nihai bir
biyobelirte¢ oldugunu 6ne siirmiistiir. Bu nedenle artan Firmicutes/Bacteroidetes orani
bilimsel literatiirde obezitenin ayirt edici 6zelligi olarak siklikla zikredilmektedir
(Magne ve ark., 2020). Fang ve ark. (2021), tarafindan yapilan ¢alismada F/B oraninin,
saglikli kontrollere kiyasla kolorektal kanser grubunda ve bunun ardindan polip
grubunda anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Inflamatuar bagirsak
hastaliginda genellikle azalan F/B orani goriilmektedir (Stojanov ve ark., 2020).
Alkolsiiz karaciger yaglanmasi ve alkolsiiz steatohepatit hastalarinin ¢ogunda ise
Bacteroidetes sayisinda artis ile Firmicutes bilesiminde farkliliklar goriilmekte ve
dolayisiyla ¢ogu ¢alismada bu hastalarin F/B oranmin diistiigii gézlemlenmektedir

(Vallianou ve ark., 2021).

Bagirsak mukozal yiizeyi ve bagirsak liimeninin mikrobiyal bilesimi arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Bagirsak liimeninde Enterobacteriaceae ailesi ile
Bacteroides,  Bifidobacterium,  Streptococcus,  Enterococcus,  Clostridium,
Lactobacillus ve Ruminococcus gibi bakteri cinsleri baskinken Clostridium,
Lactobacillus, Enterococcus ve Akkermansia mukozal yiizeyde baskin olan bakteri

cinsleridir (Gagliardi ve ark., 2018). Mukozal ylizey ve liimen arasindaki farkl tipteki
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kolonizasyonun nedeni sadece bazi bakterilerin mukusa yapisabilme, mukusu besin
kaynagi olarak kullanabilme ve/veya epitel hiicrelerine erisebilme yetenegine sahip
olmasidir (Juge, 2012). Ayrica kolonun ¢ikan, enine ve inen kisimlarinda bulunan
mukozal bakteri topluluklarinin sadece kiiciik farkliliklar gosterdigi tespit edilmis ve
boylece mukoza baglantili mikrobiyota ile konake¢1 arasindaki yogun etkilesim ve
sinyallesmenin neden oldugu yiiksek bir stabilite varligi fikri 6ne siirlilmiistiir
(Zoetendal ve ark., 2002). Mukozal ylizeydeki mikroorganizmalar sayisal olarak
kiiciik bir Ol¢lide bulunmalarina karsin bagirsak epiteline ve altta yatan mukozal
bagisiklik sistemine daha yakindirlar dolayisiyla bagisiklik sistemi iizerinde daha
biiyiik etkiye sahip olabilirler. Luminal diski mikroorganizmalar1 ise enerji ve
metabolik etkilesimler icin daha fazla gereklidir. Bagirsak mikrobiyotasiyla ilgili
bir¢ok calisma diskida bulunan bakterilere dikkat ¢ekmistir ancak mukozayla iligkili
mikroorganizmalar hakkinda olduk¢a sinirli bilgi mevcuttur. Bu sasirtict degildir
c¢linkii mukoza ile iligkili bakterilerin izolasyonu ¢ok daha karmagiktir ve kolonoskopi
sirasinda bagirsak biyopsilerinin alinmasini gerektirmektedir. Buna karsin diski
orneklerinin toplanmasi kolaydir. Ayni kisiden alinan diski ve biyopsi Ornekleri
bakteriyel bilesim ve gesitlilik agisindan 6nemli farkliliklara sahiptir. Bu nedenle digk1
materyali kullanilarak yapilan mikrobiyota calismalar1 bagirsaktaki  canli
mikroorganizmalarin toplamini yeterince yansitmamaktadir (Dieterich ve ark., 2018;

Forbes ve ark., 2016).

Giliniimiizde bagirsak mikrobiyotasinin bakteriyel bileseni, mikrobiyota
caligmalarinda en yaygin ve ana hedef olsa da bagirsak ayrica arkealar, viriisler,
bakteriyofajlar, protozoalar ve mantarlar tarafindan da kolonize edilmektedir
(Dieterich ve ark., 2018; Dubik ve ark., 2022; Jandhyala ve ark., 2015). Bu
mikroorganizmalarin mikrobiyal topluluklara niceliksel katkilarmin kii¢iik olmasi
saglikli bir mikrobiyal toplulugu siirdiirmek i¢in islevlerinin de Onemsiz oldugu
anlamina gelmemektedir. Aksine bu anlamda ©6nemli etkileri bulunabilmektedir
(Dieterich ve ark., 2018). Ozellikle bakterilerin viriisleri olan bakteriyofajlar,
konaklar1 olan bakterilerin hayatta kalmasini, tiremesini, bilesimini ve islevselligini
giclii bir sekilde etkilemektedir. Bireylerin yarisindan fazlasinda yaygin olarak

bulunan toplam 23 farkli bakteriyofaj yakin zamanda tanimlanmis ve bunlarin
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gastrointestinal/irritabl bagirsak hastaligi olan hastalarda miktarinin azaldig1 tespit
edilmistir (Manrique ve ark., 2016). Lang ve ark. (2020) alkolsiiz karaciger yaglanmasi
olan hastalarda, hastaligin siddetindeki artisla birlikte bagirsak viral gesitliliginin ve
bakteriyofaj oraninin énemli dl¢iide azaldigim gdzlemlemistir. Ote yandan mantarlara
0zgl 18S rDNA isaretlerinin, mukozayla iligkili mikrobiyotanin %0,02'sinde ve diski
mikrobiyotasinin %0,03'iinde bulundugu goriilmiistiir (Ott ve ark., 2008). Saglikli
insan bagirsaginin Aspergillus, Candida, Cryptococcus, Penicillium, Pneumocystis ve
Saccharomyces mantar bilesenlerini icerdigi bulunmustur (Dollive ark., 2012).
Yapilan son c¢alismalar, inflamatuar bagirsak  hastaliklarinda  mantar
popiilasyonununun ¢esitlilik ve kompozisyonunda degisiklikler oldugunu gdstermistir
(Chiaro ve ark., 2017; Ott ve ark., 2008; Sokol ve ark., 2017). Ayrica inflamatuar
bagirsak hastaliklarinin patogenezinde bakterilerin disinda mantarlarin da rol

oynayabilecegi one siiriilmiistiir (Sokol ve ark., 2017).

2.3.3. Bagirsak Mikrobiyotasinin Fonksiyonlar:

Bagirsak mikrobiyotasinin fonksiyonlart metabolik, trofik (gelistirici),
protektif (koruyucu) ve norolojik islevler olmak {izere dort boliimde

incelenebilmektedir.

2.3.3.1. Metabolik islevler

Bagirsak  mikrobiyotas1 metabolik islevlerinin  biiyilk bir kismini
“fermantasyon” ad1 verilen reaksiyon araciligiyla gerceklestirmektedir. Fermantasyon
reaksiyonu karbonhidrat ve protein gibi substratlarin bakterilerce anaerobik yikimini
ifade etmektedir. Bagirsak mikrobiyotasi, her ikisi de insan hiicrelerini ve genlerini
asan sayida yaklasik 10'* mikrobiyal hiicre ve 22 milyondan fazla mikrobiyal gen
icermektedir (Liu ve ark., 2022; Tierney ve ark., 2019). Bagirsak mikrobiyotasi bu
genlerle, canli enzimlerinin sindiriminden kacan ¢esitli bilesikleri veya lifler gibi
enzimler tarafindan sindirilemeyen yapilar1 fermente etmek i¢in ¢ok yonlii yeteneklere
sahip sayisiz enzimi sentezleyebilmektedir (Xu ve ark., 2017). Insanlarin
gastrointestinal sistemi karbonhidratlarin yaklasik %85'ini, proteinlerin %66-95'ini ve

yaglarin hemen hemen tamamini sindirebilmektedir. Kolonda bagirsak mikrobiyotasi
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sindirilemeyen besinlerin yaklasik %10-30’unu fermente etmekte ve geriye kalan
besin maddeleri digki olarak atilmaktadir (Krajmalnik-Brown ve ark., 2012). Bagirsak
mikrobiyotasinin rol aldigi temel metabolik gorevler karbonhidrat ve protein
metabolizmasina ait olmakla birlikte mikroorganizmalarin yag, glikozit, kolin ve safra
metabolizmalarina da etkileri bulunmaktadir. Ayrica vitamin sentezleme ve su ve
minerallerin emilimine aracilik etme de bagirsak mikrobiyotasinin metabolik gorevleri

arasindadir.

2.3.3.1.1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Bagirsaklardaki bakteriler, esas olarak iist sindirim sisteminde sindirilmemis
olan diyet substratlarin1 kullanirlar ve genelinin ilk besin tercihi karbonhidratlardir.
(Rowland ve ark., 2018). Ancak liimen ortaminda sinirli karbonhidrat varsa bakteriler
alternatif enerji kaynaklarina 6zellikle de protein ve amino asitlere yonelmektedir

(Marchesi ve ark., 2016).

Karbonhidrat sindirimi i¢in bu molekiilleri hidrolize etmek amactyla kullanilan
glikozit hidrolaz enzimleri gereklidir. Insan viicudu iist gastrointestinal sistemdeki
karbonhidratlar1 pargalamak icin yalnizca 17 glikozit hidrolaz enzimi tiretmektedir.
Buna karsin, bagirsakta en cok bulunan bakterilerden biri olan Bacteroides
thetaiotaomicron tek basina 260'n tlizerinde glikozit hidrolaz enzimi (insanlardan 15
kat daha fazla) {iretebilmektedir (Mora-Flores ve ark., 2023). Bagirsaklarda
karbonhidratlarin sindiriminden sorumlu bakteriler “sakkarolitik bakteriler” olarak
adlandirilmaktadir (Gibson ve ark., 1996). Frukto-oligosakkaritler, galakto-
oligosakkaritler, rafinoz, stakiyoz ve laktuloz gibi sindirilmeyen oligosakkarit
substratlari ile sorbitol ve ksilitol gibi seker alkolleri ve seliiloz, hemiseliiloz, lignin,
pektin, regine, fruktan ve direngli nisastalarin dahil oldugu diyet lifleri gibi insan
sindirim enzimlerine direngli olan substratlar sakkarolitik bakteriler tarafindan
fermantasyon islemine tabi tutulmaktadir. Bu substratlarin anaerobik yikimi
sonucunda baglica asetat, propiyonat ve biitirattan olusan kisa zincirli yag asitleri
(KZYA), daha az miktarda organik asitler (laktat ve siiksinat), metan, hidrojen ve
karbondioksit gazlar1 ve alkoller (metanol ve etanol) olusmaktadir (Adak ve Khan,

2019; Macfarlane ve Macfarlane, 2012; Soliman, 2019). Diyet kokenli

18



karbonhidratlara ek olarak kolonik epitelyumdaki goblet hiicreleri tarafindan iiretilen
misin glikoproteinleri gibi konak tarafindan {iretilen maddeler de bakteriyel
fermantasyona tabi tutulmaktadir (Cummings ve Macfarlane, 1991). Bakteriler
tarafindan karbonhidrat fermantasyonunun bir yan {iriinii olarak iiretilen karbondioksit
gazinin ¢ogu, kolon mukozasi tarafindan pasif olarak emilerek enterositler araciligiyla
dolasima girmekte ve daha sonra nefes yoluyla atilmaktadir. Emilmeyen karbondioksit
gaz1 flatusla atilabilmekte veya bagirsaktaki yerlesik mikroorganizmalar tarafindan
asetat ve metan gazi gibi metabolitlere doniistiiriilebilmektedir (Mutuyemungu ve ark.,
2023). Metan gazinin ise ince bagirsak iskemisi/reperfiizyonu gibi bazi yapisal
hasarlar tizerinde antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptik 6zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir (Li ve ark., 2017). Ayrica huzursuz bagirsak sendromlu hastalarda metan
tiretiminin derecesi ve kabizlik arasinda pozitif bir iliski oldugu goriilmiis ve metan
gazinin kolondaki hareketliligi yavaslatarak kabizliga neden oldugu one siirilmistiir
(Chatterjee ve ark., 2007). Antioksidan, antiinflamatuar, antiapoptotik, sitoprotektif ve
sinyalleme 6zelliklerine sahip oldugu bilinen hidrojen gazinin bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan tliretiminin azaltilmasinin Parkinson hastalig1 patogenezinde rol alabilecegi

disiiniilmektedir (Ostojic, 2018).

Proximal kolonda sindirilmemis karbonhidrat substratlarinin daha fazla
bulunmasi nedeniyle, sakkarolitik bakteriler biiyiikk Olgiide burada yerlesim
gostermektedir (Marchesi ve ark., 2016; Rowland ve ark., 2018). Bu kisimda yogun
karbonhidrat fermantasyonu nedeniyle kolonun diger boliimlerine gore bakteriyel
bliylime daha hizli, KZYA konsantrasyonlar1 daha yiliksek ve dolayisiyla pH daha
asidiktir (Macfarlane ve ark., 1992). Arastirmalar, daha asidik bir ortamin
Enterobacteriaceae ve Clostridia gibi pH’a duyarli patojenik bakterilerin asir1
biliylimesini 6nledigini bildirmistir (Cherrington ve ark., 1991; Duncan ve ark., 2009).
Diisiik pH degerleri bagirsak mikrobiyota bilesimini de degistirmektedir. Bir insan
fekal mikrobiyal topluluk ¢aligmasinda pH 5,5'te, ticli de Firmicutes filumuna ait olan
Roseburia, Eubacterium rectale ve F. prausnitzii gibi biitirat iireten bakterilerin
toplam  popiilasyonun yaklasik %28'ini  olusturdugu ve nihai biitirat
konsantrasyonlarinin pH 6,5 ile karsilastirildiginda pH 5,5'te belirgin sekilde daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (Walker ve ark., 2005). Kalin bagirsagin distal
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kisimlarinda fermente edilebilir karbonhidrat substratlar1 azaldigi i¢in luminal pH 6,5'e
yiikselmektedir. Bu da kalin bagirsagin distal kisimlarinda biitirat iireten bakterilerin
neredeyse tamamen kaybolmasina ve Bacteroidetes filumuna ait asetat ve propiyonat
iireten bakterilerin baskin hale gelmesine neden olmaktadir (Den Besten ve ark., 2013;

Walker ve ark., 2005).

Diskida tespit edilen en bol ii¢ KZYA yani asetat, propiyonat ve biitirat 3:1:1
ile 10:2:1 arasinda degisen molar oranlarda bulunmaktadir (Den Besten ve ark., 2013).
Bu oranlar ani 6liime ugrayan iki insandan, 6liimden sonraki 3 saat i¢inde elde edilen

bagirsak icerigi degerleriyle tutarlidir (Macfarlane ve ark., 1992).

Kalin bagirsakta tretilen KZYA'larin %95'i kolonositler tarafindan hizla
emilirken geri kalan %5'1 diskiyla atilmaktadir (Den Besten ve ark., 2013). KZYA
iretildikten sonra epitel hiicreleri tarafindan pasif olarak alinabilir, ancak daha biiyiik
miktarlarda monokarboksilat tagiyict 1 (monocarboxylate transporter 1, MCT-1)
yoluyla ve daha az 6l¢iide sodyum-bagli monokarboksilat tastyici 1 (sodium-coupled
monocarboxylate transporter 1, SMCT-1) araciligiyla aktif tasimayla alinmaktadir.
KZYA o6zellikle biitirat, kolonositler tarafindan metabolize edilebilmekte ve onlarin
enerji gereksinimlerinin %60-70'in1 karsilamaktadir. Kisa zincirli yag asitlerinin
kolonositler tarafindan oksitlenmeyen kismi, MCT-4 veya 5 oldugu one siiriilen,
bilinmeyen bir HCO3™ degistirici aracilifiyla bazolateral membran boyunca hiicre
disina taginmaktadir. Mukozada, KZY A kan kilcal damarlarina girebilmekte ve portal
ven yoluyla karacigere ulagabilmektedir. Karaciger propionat ve biitiratin biiyiik bir
kismini portal dolasimdan temizlemektedir, ancak asetatin insan ve domuzlarin vendz
serumunda 200 pM'a ulagabildigi bildirilmistir. KZY A'nin hizli emilimi ve bagirsak
epiteli ve karaciger tarafindan metabolize edilebilmeleri, insanlarin ve hayvanlarin
kalori ve enerji gereksinimlerine dnemli katkilar1 olabilecegi anlamima gelmektedir
(Van Der Hee ve Wells, 2021). Otcul gevis getiren hayvanlarda, kalori ihtiyacinin
yaklasik %70’1 KZY A'dan karsilanmaktadir ve omnivor insanlar ve domuzlarda bu
deger yaklasik %10’dur (Bergman, 1990). Kolon segmenti korunmus kisa bagirsak
sendromlu hastalarla yapilan ¢alismalarda, ¢oziiniir diyet lifleri, malabsorpsiyonun
iistesinden gelmek i¢in bir diyet stratejisi olarak kullanilmistir. Ciinkii kolonda

¢Oziiniir diyet liflerinin bakteriyel fermantasyonu araciliiyla olusan KZY A giinde 500
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ila 1.000 kcal arasinda enerji saglayabilmektedir (Nordgaard ve ark., 1996; Parrish ve
DiBaise, 2017).

KZYA’dan biitirat, insan bagirsak mikrobiyotasinda esas olarak Firmicutes
filumu, Ruminococcaceae familyasindan Clostridium leptum ve F. prausnitzii ile
Lachnospiraceae familyasindan E. rectale ve Roseburia spp. tarafindan tiretilmektedir
(Barcenilla ve ark., 2000; Louis ve Flint, 2009). Ayrica Eubacterium hallii ve
Anaerostipes caccae gibi bazi bakteriler laktat ve asetattan biitirat liretmektedir
(Duncan ve ark., 2004). Biitirat bagirsak epitel hiicrelerinde, Ozellikle de
kolonositlerde trikarboksilik asit dongiisii ve yag asitlerinin B-oksidasyonu araciligiyla
ATP iiretimi i¢in bir enerji kaynagi olarak kullanilmakta ve boylece epitel hiicrelerinin
enerji gereksinimlerinin yaklagik %60-70’ini karsilamaktadir (Guilloteau ve ark.,
2010; Hertli ve Zimmermann, 2022). Ani Oliime ugrayan alti insandan alinan
orneklerde, kalin  bagirsak  limenindeki KZYA  molar  degerlerinin
asetat:propiyonat:biitirat i¢cin 57:22:21 oldugu buna karsin hepatik portal vendeki
degerlerin 69:23:8 oldugu goriilmiistiir. Bagirsak liimeninde, biitiratin total KZYA’ya
oraninin %21 oldugu ve hepatik portal vende bu oranin %8’e diistiigii goriilmektedir.
Biitiratin goreceli miktarindaki bu diislis genellikle biitiratin biiyiik bir kisminin
kolonositler tarafindan tliketilmesine atfedilmektedir (Cummings ve ark., 1987).
Nitekim insanda kolonik epitelyumun biitirat1 aktif olarak metabolize ettigi (Roediger,
1980) ve biitiratin Gine domuzu kolonositinde asetat ve propiyonata tercih edilerek
metabolize edildigi gosterilmistir (Wirthensohn ve ark., 1981). Roediger (1980), insan
kolonositleri tarafindan in vitro tiiketilen toplam oksijen miktarinin yaklasik %70'inin
biitirat oksidasyonu i¢in kullanildigin1 goéstermistir. Donohoe ve ark. (2011),
mikropsuz (germ free) farelerden alinan kolonositlerin, enerjiden yoksun bir durumda
olduklarin1t ve bu hiicrelerde otofajinin arttifin1 goézlemlemistir. Arastirmacilar
mikropsuz kolonositlere biitirat eklediklerinde, biitiratin kolonositlerde mitokondriyal
solunum eksikligini giderdigini ve kolonositlerin otofajiye girmelerini engelledigini
tespit etmislerdir. Biitirat, siklik adenozin monofosfata (cAMP) bagimli bir
mekanizma yoluyla bagirsak glukoneogenezin gen ekspresyonunu aktive etmektedir
(De Vadder ve ark., 2014). Bagirsak glukoneogenezi araciligiyla serbest birakilan

glikoz portal veni c¢evreleyen sinir sistemi tarafindan algilanarak beyne bir sinyal
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gondermektedir. Bu sinyal, hepatik glukoneogenezi baskilama, yag depolamasinda ve
viicut agirliginda azalma, insiilin duyarlilifinda iyilesme ve sistemik glikoz kontrolii
de dahil olmak iizere, enerji homeostazisinde beyin kaynakli bir dizi metabolik fayday1
baslatmaktadir (Gautier-Stein ve Mithieux, 2023; Soty ve ark., 2017). Biitirat
kolonositlerde asetil-CoA tiretimini saglamakta ve hidroksil-metil-glutaril-CoA yolag1
araciligiyla asetil-CoA'dan lipogenezi veya keton cisimleri sentezini artirmaktadir
(Guilloteau ve ark., 2010; Roediger ve ark., 1992). Sonug¢ olarak, bagirsak epitel
dokusunun bir¢cok temel bileseninin sentezi, biitirat metabolizmasina baglidir

(Guilloteau ve ark., 2010).

Luminal biitiratin yalnizca kiiciik bir kismi1 portal ven yoluyla karacigere
ulasabilmekte ve burada biitiril-CoA’ya doniistiiriilmektedir. Karacigerde -
oksidasyon yolag araciligtyla biitiril-CoA’dan asetil-CoA ftiretilmektedir. Asetil-CoA
sitrik asit dongiisiine girmekte ve bu sayede ATP iiretilmektedir (Beauvieux ve ark.,
2001; Guilloteau ve ark., 2010). Biitirat karacigerde yag birikimini ve glukoneogenezi
inhibe etmekte ve yag asidi oksidasyonunu uyarmaktadir (Honma ve ark., 2020; Khan
ve Jena, 2016). Periferik kanda Onemli bir biitirat konsantrasyonu tespit
edilememektedir. Bu durum biitiratin bagirsak duvarinda ve/veya karacigerde hizli bir
sekilde metabolize edildigini gostermektedir (Guilloteau ve ark., 2010). Biitirat yag
dokusunda da lipolizi ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu arttirmaktadir.
Biitiratin lipogenezden lipid oksidasyonuna dogru bir degisimi tesvik ederek yag
dokusundaki oksidatif metabolizmanin uyarilmasi yoluyla enerji harcamasini arttirdig
ve boylece diyet kaynakli obeziteyi 6nleyebildigi rapor edilmistir (Jia ve ark., 2017).
Ayrica biitirat iskelet kasinda da mitokondriyal yag oksidasyonunu arttirmaktadir (Gao

ve ark., 2009).

In vitro ve in vivo ¢aligmalar, biitiratin enteroendokrin hiicrelerden glukagon
benzeri peptit-1 (Glucagon-like peptide-1, GLP-1) ve peptit tirozin tirozin (peptide
tyrosine tyrosine, PYY) salgilanmasini arttirdigini gdstermistir (Larraufie ve ark.,
2017; Yadav ve ark., 2013). GLP-1 esas olarak distal bagirsaktaki enteroendokrin L
hiicreleri tarafindan salgilanan bir gastrointestinal hormondur. GLP-1 salgilandiktan
sonra farkli hiicre tiplerini hedef almakta ve glikozla uyarilan insiilin salgisinin

giiclendirilmesi, istahin azaltilmasi, mide bosalmasinin geciktirilmesi ve pankreasta 3
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hiicre kiitlesinin artmasi gibi ¢esitli etkilere aracilik etmektedir. GLP-1 ayrica pankreas
a hiicresinden glukagon salgisini da baskilamaktadir (Rondas ve ark., 2013). PYY ise
bagirsak sistemi boyunca endokrin L hiicrelerinde sentezlenmektedir. PYY3-36 hem
bagirsak mukozal endokrin hiicrelerinde hem de dolasimda PY Y'nin ana formu olarak
bulunmaktadir. PY'Y3-36 bagirsak hareketliligi tizerinde lokal etkilere sahiptir. Ayrica
safra kesesinin bosalmasini1 ve mide asidi ile pankreas enzimlerinin salgilanmasin
engellemekte, gastrointestinal gegisi geciktirmektedir (Le Roux ve Bloom, 2005).
Hayvanlarda, PYY3-36 tedavisinin kas ve yag dokusunda glikoz alimini arttirdigi
gosterilmistir (van den Hoek ve ark., 2004; van den Hoek ve ark., 2007).

Digkida en bol bulunan KZYA olan asetat kommensal bakteriler arasinda B.
thetaiotaomicron, Bifidobacterium longum ve Akkermansia muciniphila tarafindan
cogunlukla karbonhidrat fermantasyonu araciligiyla {retilmektedir (Hertli ve
Zimmermann, 2022). Ayni zamanda Blautia hydrogenotrophica gibi asetojenik
bakteriler tarafindan H> ve CO:'den veya Wood-Ljungdahl yolagi aracilifiyla
formattan da olusturulabilmektedir (Louis ve ark., 2014). Asetat kolonositlerde, asetil-
CoA’ya doniistiiriilerek enerji tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Ma ve ark., 2021). Asetat
aynt zamanda diger bakterilerin biiylimesi i¢in gerekli bir kofaktdr/metabolittir.
Ornegin F. prausnitzii ve Roseburia spp. gibi biitirat iireten tiirlerin hayatta kalmalari

ve liremeleri, asetat varligina baglhidir (Duncan ve ark., 2004).

Kolonda bakteriler tarafindan iiretilen eksojen asetat ayrica, kana girmekte ve
dokular ve organlar tarafindan salinan endojen asetat ile karistirilmaktadir. Asetatin
yaklasik %70’1 karacigere ulagsmakta ve burada islenmektedir (Den Besten ve ark.,
2013). Karaciger hiicre sitozoliinde, asetat asetil-CoA’ya doniistliriilmekte ve asetil-
CoA kolesterol sentezinde kullanilabilmektedir. Cekirdekte, asetat ve asetil-CoA,
DNA histon asetilasyonunun ve deasetilasyonunun diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Mitokondride ise, asetil-CoA glikoz eksikligi durumunda enerji temini
icin veya ketogenez i¢in kullanilabilmekte ve keton cisimleri periferik dokularda
kullanilmak tizere kan dolasimina katilmaktadir (Ma ve ark., 2021). Mitokondride
asetil-CoA, de novo lipogenezis araciligiyla uzun zincirli yag asitlerine de
dontistiiriilebilmektedir (Puchalska ve Crawford, 2017). Asetat ayrica glutamin ile

glutamat sentezi i¢in kosubstrat olarak kullanilmaktadir (Den Besten ve ark., 2013).
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Kalp, yag dokusu, bobrek ve kas gibi diger dokular asetatin geri kalanini
metabolize etmektedir (Den Besten ve ark., 2013). Fushimi ve ark. (2001), sicanlarda
alt1 giinliik diyet asetat takviyesinin, gastroknemius kasinda glikojen depolamasin
arttirdigin1 ve glikolizi azalttigin1 gostermistir. Asetatin beyaz yag dokusunda G-
protein-bagli reseptdr 43’e (G-protein coupled receptor 43, GPR43) baglanmasiyla
lipid birikimi uyarilmakta ve lipoliz baskilanmaktadir (Hong ve ark., 2005). Kanser
hastalarina intravendz asetat ¢ozeltisi uygulanmasi sonucunda periferik kan antikor
tiretiminin ve dogal oldiiriicii hiicre aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir (Ishizaka ve ark.,

1993).

Propiyonat esas olarak Bacteroidetes filumuna ait Bacteroides cinsi ile
Propionibacterium, Clostridium, Veillonella, Roseburia ve Megasphaera cinsleri
tarafindan uretilmektedir (Baur ve Diirre, 2023; Hertli ve Zimmermann, 2022).
Propiyonat bagirsakta glukoneogenez substrati olarak kullanilabilmekte ve ayrica
bagirsak-beyin noral devresi araciliiyla bagirsak glukoneogenezi gen ekspresyonunu
aktive etmektedir. Bagirsakta glikoz iiretimini tesvik etme konusunda en giicli
kapasiteye sahip olan KZY A’nin propiyonat oldugu bildirilmistir (De Vadder ve ark.,
2014).

Propiyonat karacigerde (GPR43’e¢ baglanarak hepatik glukoneogenezi
baskilamaktadir (Yoshida ve ark., 2019). Propiyonatin karaciger dokusundaki malign
hiicre proliferasyonunu 6nledigi tespit edilmistir (Bindels ve ark., 2012). Propiyonat
plazma kolesteroliinli azaltarak, kolesteroliin kandan hepatik alimini arttirmaktadir.
Biitirat ve asetatin da s6z konusu etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Nogal ve ark.,
2021). Propiyonatin ayrica sigan karaciger hiicrelerinde kolesterol sentezini giiglii bir
sekilde inhibe ettigi bildirilmistir (Demigné ve ark., 1995). Propiyonat hem endojen
lipolizi inhibe edebilmekte hem de lipoprotein lipaz ekspresyonundaki artis
araciligiyla hiicre dis1 lipolizi diizenleyebilmektedir. Her iki durum da dolasimdaki
lipid plazma seviyelerinin ve viicut agirliginin azalmasina neden olmaktadir (Nogal ve
ark., 2021). Chambers ve ark. (2015), iniilin-propiyonat esterin kilo alimi tizerindeki
uzun vadeli etkilerini 60 asir1 kilolu yetigkinin katildig1 ve miidahale grubuna 24 hafta
boyunca 10 g/giin iniilin-propiyonat ester takviyesinin yapildigi bir calisma ile

degerlendirmistir. 24 haftalik 10 g/giin iniilin-propiyonat ester takviyesinin, insan
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kolonik hiicrelerinden PYY ve GLP-1 salinimini 6nemli Slgiide uyardigr ve kilo
alimini, karin i¢i yag dokusu dagilimini ve intrahepatoseliiler lipid igerigini dnemli
Olclide azalttig1r gozlenmistir. Ayrica propiyonatin iniilin-kontrol grubunda goézlenen
instilin duyarhiligindaki bozulmay1 Onledigi bildirilmistir. Propiyonat genellikle
“tokluk hormonu” olarak adlandirilan leptinin salgilanmasi aracilifiyla istahin
azalmasina neden olabilmektedir (Nogal ve ark., 2021). Al-Lahham ve ark. (2010),
yiiksek konsantrasyonda propiyonat ile inkiibe edilen insan adipositlerinde, leptin

mRNA ekspresyonunun ve leptin sekresyonunun arttigini tespit etmistir.

Smurli sayida da olsa insanlar tizerinde yapilan klinik denemelerde, KZYA ve
onlar1 ireten mikrobiyota, gelismis insiilin duyarliligt ve metabolik saglikla
iliskilendirilmistir (Canfora ve ark., 2015). KZY A’nin emiliminin oral glikoza veya
standart Ogiine kars1i daha diisiik glisemik yanitlara neden oldugu bildirilmistir
(Brighenti ve ark., 1995; Venter ve ark., 1990). Bu durum, insiiline kars1 duyarliligin
artmasiyla tutarhidir ve yiiksek oranda sindirime diren¢li karbonhidrat igeren lifli
gidalarin diisiik glisemik indekse sahip olmasinin da 6nemli gerekgelerinden biridir

(Guarner ve Malagelada, 2003).

Bakteriler fermantasyon son liriinii olan KZY A'larin yani sira fumarat, siiksinat
ve laktat gibi ara fermantasyon {iriinleri de iiretmektedir. Ancak bunlar diger bakteriler
tarafindan yaygin olarak kullanilmalar1 nedeniyle saglikli bireylerin diskilarinda diisiik
seviyelerde tespit edilmektedir. Ornegin laktat diger bakteriler tarafindan propiyonata
veya biitirata doniistiiriilmekte ve bu nedenle yetiskin digkisinda ihmal edilebilir
seviyelerde bulunmaktadir. Bununla birlikte iilseratif koliti olan hastalarda laktat
onemli ol¢iide daha yiiksek miktarlarda saptanabilmektedir. Bu yiiksek degerlerin
potansiyel bir hastalik gostergesi olabilecegi diisiiniilmektedir (Rowland ve ark.,

2018).
2.3.3.1.2. Protein Metabolizmasi

Kolonda proksimalden distale dogru karbonhidrat substratlarinin azalmasi
nedeniyle distal kolondaki bakteriler protein substratlarina yonelmekte ve burada

proteoliz reaksiyonlar1 yogunlagmaktadir. Distal kolonda proksimal kolona gore
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bakteriyal bliylime daha yavastir ve KZYA {iretimi daha az oldugu i¢cin pH daha
yiiksektir (Guarner ve Malagelada, 2003). Kolonik mikrobiyotanin 6nemli bir
proteolitik giice sahip oldugu bilinmektedir. MEROPS veri tabani, bagirsak
bakterilerinin peptidaz ve proteaz enzimlerini belgelemistir (Rawlings ve ark., 2018).
Bu veritabanina gore Clostridium spp., Bacteroides spp. ve Lactobacillus spp. gibi
bakteri cinsleri biiylik bir proteaz g¢esitliligine sahiptir (Portune ve ark., 2016).
Proteinlerin  sindiriminden sorumlu “putrefaktif bakteriler”in proteazlar1 ve
peptidazlar1 araciligiyla elastin ve kollajen gibi sindirilmemis diyet proteinleri,
konak¢1 pankreatik enzimleri, miisin ve bagirsak hiicrelerinden dokiilen endojen
proteinler ve Olmiis bakterilerin protein kalintilart anaerobik olarak metabolize
edilmektedir. Bu metabolizasyon sonucunda KZYA, dalli zincirli yag asitleri
(izobiitirat, izovalerat ve 2-metil biitirat), noroaktif bilesikler (nitrik oksit, triptamin ve
fenetilamin), siilfiir iceren metabolitler (H2S) ile H> ve CO: gibi gazlarin yanm sira
amonyak, fenoller, tiyoller ve indoller gibi bir dizi toksik olma potansiyeli olan madde
de tretilmektedir (Adak ve Khan, 2019; Guarner ve Malagelada, 2003; Rowland ve
ark., 2018).

“Proteolizis” olarak adlandirilan protein fermantasyonu reaksiyonu, kalin
bagirsaktaki diger bakterilere nitrojen kaynagi olusturmasit bakimindan 6énemlidir.
Ozellikle sakkarolitik bakteriler, putrefaktif bakterilerin proteinleri pargalamasi
sonucunda olusan nitrojen ve amino asitleri bakteriyel proteine doniistiirlip liremek
icin  kullanmaktadir  (Macfarlane ve Macfarlane, 1997). Karbonhidrat
fermantasyonunun aksine, protein metabolizmasinin birgok {iriinii konak¢r saglhigi
acisindan toksik olma potansiyeline sahiptir. Aminoasitlerin deaminasyonu sonucu
olusan amonyak da protein fermantasyonunun toksik {iriinlerinden biridir. Bu
metabolitin 10 mM’dan diisiik konsantrasyonlarinin bagirsak epitel hiicrelerindeki
DNA sentezini arttirdigi ve epitel hiicrelerinin morfolojisini, metabolizmasin1 ve
yasam siiresini olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (Visek, 1972; Visek, 1978).
Saglikli bireylerde kalin bagirsakta olusan amonyak karacigere taginarak burada tireye
dontistiiriilmekte ve daha sonra idrarla atilmaktadir. Bununla birlikte, karaciger
hastalig1 olanlarda viicut sivilarinda amonyak birikmesi portal sistemik ensefalopati

veya hepatik komanin baglamasina neden olabilmektedir (Weber ve ark., 1987).
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Potansiyel toksik metabolitlerden olan fenoller ve indoller ise kanser baglangiciyla
iligkilendirilmis ve bunlarin baska toksik etkileri oldugu da gosterilmistir (Chung ve
Gadupudi, 2011). Ornegin, triptofan metabolizmasmin bir metaboliti olan skatol,
malabsorbsiyon, anemi ve sizofreni dahil olmak {iizere insandaki cesitli hastalik
durumlaryla iliskilendirilmistir (Dalgliesh ve ark., 1958; Horning ve Dalgliesh, 1958).
Ayrica siitten kesilmis domuzlarda, intestinal p-kresol {liretiminin biiylimenin

baskilanmasina neden oldugu 6ne siiriilmiistiir (Yokoyama ve ark., 1982).

Son yillarda yapilan arastirmalar, memeli bagirsagindan izole edilen
bakterilerin, amino asitlerin katabolize edilmesi yoluyla ndrotransmitterleri
sentezleme kapasitesine sahip olduklarini gostermistir. Bu norotransmitterler gama
amino biitirik asit (GABA) (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. ve Lactococcus
lactis tarafindan iiretilir), norepinefrin (Escherichia spp. ve Bacillus spp. tarafindan
tiretilir), dopamin (Bacillus spp. tarafindan tretilir), histamin (¢cok sayida bakteri tiirii
tarafindan {retilir) ve serotonindir (Streptococcus spp., Escherichia spp. ve
Enterococcus spp. tarafindan iiretilir) (Portune ve ark., 2016). Bu katabolik iirlinler
bagirsak-beyin eksenini modiile etmede ve konagin nitrojen dengesini korumada etkili

bir role sahiptir (Adak ve Khan, 2019).

2.3.3.1.3. Glikozit Metabolizmasi

Sekonder bitki metabolitleri olan fitokimyasallardan polifenoller, cogunlukla
glikoz, galaktoz, ramnoz, ribuloz, arabinopirinoz ve arabinofuranoz birimleri gibi
farkli sekerler ile konjuge olarak yani glikozitler halinde bulunmaktadir. Favonlar,
favonoller, favanonlar, katesinler, antosiyaninler, izofavonlar, hidroksisinnamik
asitler ve lignanlar gibi glikozit seklinde bulunan ve aktif olmayan polifenoller,
bagirsak mikrobiyotas: tarafindan yapilarindaki sekerin uzaklagtirilmasiyla aktif
bilesiklere déniistiiriilmektedir (Adak ve Khan, 2019). Ornegin; ellagik asit (tanen)
gibi bir diyet polifenolii, Gordonibacter tiirleri tarafindan anti-inflamatuar 6zellikte bir

metabolit olan {irolitin A'ya doniistiiriilmektedir (Romo-Vaquero ve ark., 2015).
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2.3.3.1.4. Vitamin Sentezi

Bagirsak mikrobiyotasinin, biyotin, kobalamin, folatlar, nikotinik asit,
pantotenik asit, piridoksin, riboflavin ve tiaminin dahil oldugu B grubu vitaminleri ve
K vitamini basta olmak iizere belirli vitaminleri sentezleyebildigi, kirk yili askin
stiredir bilinmektedir (Hill, 1997). Magnusdéttir ve ark. (2015), 256 yaygin insan
bagirsagi bakterisinin genomlarini sekiz B vitamini i¢in biyosentez yolaklarinin varligi
acisindan sistematik olarak degerlendirmistir. Bu degerlendirme sonucunda sekiz
vitaminin her birinin 256 insan bagirsak bakterisinin %40-65'1 tarafindan {iiretildigi
tahmin edilmis ve bagirsak mikrobiyotasinin énemli bir B vitamini iireticisi oldugu
tespit edilmistir. Viicutta, gidalardan elde edilen K; vitamini ve Enterobacter sp.,
Eubacterium lentum, Veillonella sp. ve Bacteroides sp. gibi bagirsak bakterileri
tarafindan K; vitamininden de iretilebilen K vitamini bulunmaktadir (Biesalski,
2016; Blacher ve ark., 2017). K> vitaminin koroner kalp hastalig1 ve osteoporoz riskini
azaltabildigi bildirilmistir (Beulens ve ark., 2013). Mikrobiyotanin K vitamin
sentezine katkisinin biiyiikliigii genis spektrumlu antibiyotiklerin insan karaciger
numunelerinde 6nemli Ol¢lide azalmis Ko vitamini konsantrasyonlarmna yol
acmasindan anlasilmaktadir (Conly ve Stein, 1994). Ayrica Frick ve ark. (1967),
tarafindan yapilan aragtirmada agizdan sivi ve yiyecek alamayan ve damar yolu
araciligla beslenen fel¢li hastalara 30-32 giin boyunca K vitamininden yoksun bir diyet
uygulanmis ve bu hastalarda K vitamini eksikligi gelismedigi goriilmiistiir. Ancak
bagirsak florasini etkileyen genis spektrumlu antibiyotik tedavisi alan ve 21-28 giin
boyunca K vitamininden yoksun diyet tedavisi uygulanan hastalarda K vitamini

eksikligi ve plazma protrombin diizeylerinde 6nemli bir azalma tespit edilmistir.

2.3.3.1.5. Minerallerin Emilimi

Bagirsak mikrobiyota metabolitlerinden KZYA, bagirsak liimen igeriginin
asitligini diisiirerek ve bagirsak doku morfolojisini ve tasiyici proteinlerini degistirerek
su ve Ca*?,Mg*? ve Na*! gibi minerallerin emilimini arttirabilmektedir (Musch ve ark.,
2001; Younes ve ark., 2001; Whisner ve Castillo, 2018). Kolondaki asitligin
artmasinin, Ca*?’un fitatlar ve oksalatlar gibi negatif yiikli maddelerle

+29
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birakilmasi, mineralin emilimini arttirmaktadir (Whisner ve Castillo, 2018).
Hidroklorik asit ve KZYA’nmn Ca*? emilimi {izerindeki etkisinin karsilastirildig
bagirsak odas1 deneylerinde, sadece KZYA miidahalesinin kolon hiicrelerinde Ca*?
tasinmasini arttirdigini gosterilmistir (Mineo ve ark., 2001). Bu bulgu KZYA’larm,
minerallerin emilimi iizerindeki olumlu etkisinde, bagirsak liimenindeki asitligi
arttirmalarinin yani sira baska rollerinin de oldugunu gostermektedir. Kolonositler igin
enerji kaynagi olarak kullanilarak ve hiicresel ¢ogalmayr uyararak bagirsak doku
morfolojisini  diizenlemek KZYA’larin 1ilgili rollerindendir. Ayrica KZYA
anyonlarmin, enterositlerin apikal membran1 boyunca taginmasindaki artisin, apikal
bir Na*/H* degistiricisi olan NHE3'in (Sodyum-hidrojen degistirici 3, Sodium-
Hydrogen Exchanger 3) aktivitesini ve ekspresyonunu arttirdigi ve boylece Na* ve su

emilimini uyardig bildirilmistir (Musch ve ark., 2001).

2.3.3.2. Bagirsak Mikrobiyotasmin Trofik (Gelistirici) islevleri

Bagirsak mikrobiyotas: tarafindan {iretilen KZYA’larin bagirsak epiteli
biitiinltiiglinlin korunmasi i¢in gerekli substratlar oldugu bilinmektedir. Alam ve ark.
(1994), mikroorganizmadan ari yetistirilen ratlarin, kolonlarinda kript hiicrelerinin
tretim hizinin azaldigimi ve kriptlerinin geleneksel yontemle yetistirilen (yaygin
mikrofloraya sahip) hayvanlarinkinden daha az hiicreye sahip oldugunu tespit etmistir.
Bu bulgular intraliiminal bakterilerin kolonda hiicre cogalmasini etkiledigini
gostermektedir. Asetat, propiyonat ve biitiratin kalin ve ince bagirsakta epitelyal hiicre
cogalmasini ve farklilasmasini uyardigi in vivo olarak gosterilmistir (Frankel ve ark.,
1994). Biitirat, kolonositler tarafindan tercih edilen oksidatif bir yakit olmasinin yan
sira normal kolonositlerde ¢cogalmay1 uyarmakta, apoptozu azaltmakta ve bir hayatta
kalma faktorii olarak gorev yapmaktadir (Nogal ve ark., 2021). Domuzlar iizerinde
gerceklestirilen bir in vivo denemede, iniilin kapl biitirat, ileumda MCT-1-mRNA’nin
artmasini saglamis ve hiicre mitozu {lizerinde herhangi bir etkisi olmamasina ragmen
ileal mukozada apoptozun azalmasina ve ileal villus uzunlugunun %25 artmasina
neden olmustur (Lacorn ve ark., 2010). Biitirat insan kolorektal kanser hiicrelerinde
ise, histon deasetilazlar1 inhibe ederek, hiicre dongiisiinii yavaslatan ve apoptozu

indiikleyen genlerin ekspresyonunu arttirmaktadir (Han ve ark., 2018). Biitiratin bu
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ikili rolii “biitirat paradoksu” veya “Warburg etkisi” olarak adlandirilmaktadir (Nogal

ve ark., 2021).

2.3.3.3. Bagirsak Mikrobiyotasinin Koruyucu Islevleri

Hipokrat (MO 400), tiim kétiiliiklerin kdkeninde kotii sindirim oldugunu ve
Oliimiin bagirsaklarda oturdugunu belirterek bagirsagin kritik hastaliklar1 baglatan bir
‘motor’ gibi davranabilecegini 6ne siirmiistiir. Bu hipotez bagirsak mikrobiyotasindaki
patojenlerin artmasinin, kommensal mikrofloranin ve mikrobiyal cesitliligin
azalmasinin veya kommensal mikrofloranin asir1 bliylimesinin bagirsak liimeninden
bagirsak epiteline ve dolasima patojen girisini arttirdigini ve bunun da 6liime yol agan
sistemik sepsise neden olabildigini ifade etmektedir (Adak ve Khan, 2019). Bu
baglamda bagirsak liimeninden bagirsak epiteline ve dolasima patojen girisini
engellemek icin ¢ok katmanli ve olduk¢a kompleks bir bagirsak bariyeri
bulunmaktadir. Bagirsak bariyeri luminal mikroorganizmalara, virlislere, gida
antijenlerine ve cevresel toksinlere karsi fiziksel, kimyasal ve immiinolojik bir
savunma gorevini iistlenirken; temel diyet besinlerinin, elektrolitlerin, amino asitlerin,
KZYA’nin, sekerlerin, suyun ve se¢ilmis mikrobiyal metabolitlerin bagirsak
liimeninden epitele ve dolasima translokasyonuna secici gecirgen bir sekilde izin

vermektedir (Ghosh ve ark., 2021).

Bagirsak bariyeri birbirine bagli/bagimli 4 ana katmandan olugsmaktadir. Bu 4
ana katman, kesintisiz bir epitel hiicre tabakasindan olusan fiziksel bariyeri, miisinden
ve antimikrobiyal peptitlerden olusan liiminal kimyasal bariyeri, kommensal
bakterilerden olusan mikrobiyal bariyeri ve lamina propria ile epitel tabakasinda
bulunan bagisiklik hiicrelerinden olusan immiinolojik bariyeri kapsamaktadir (Sekil

2.1).
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Sekil 2.1. Bagirsak bariyeri ve bu bariyerin bir bileseni olan immiinolojik bariyerin
ayrmtil gosterimi (Adak ve Khan, 2019; Gerova, 2016; O'Hara ve Shanahan, 2006).
Sekildeki dis ve i¢c mukus tabakasi kalinlig1 ger¢ege uygun olarak resmedilmemistir.
D1s mukus tabakasi i¢ mukus tabakasinin yaklagik iki kat1 kalinligindadir (Johansson
ve ark., 2011).

2.3.3.3.1. Fiziksel Bariyer - Bagirsak Epiteli

Bagirsak epiteli temelde emilim, salgilama ve sindirim islevlerine sahiptir.
Ancak hem fiziksel anlamda bir bariyer olmasi hem de icerdigi savunma hiicreleri
nedeniyle O6nemli savunma iglevlerini de istlenmektedir. Bagirsak epiteli basit
kolumnar epitel hiicrelerinden olusan bir tek tabakadir ve bu tabaka katlanarak kript
ve villus (kalin bagirsak epitelinde villus yapilart bulunmaz) yapilarim
olusturmaktadir. Bagirsak epitelini olusturan intestinal epitel hiicreleri siki baglanti
(tight junction), yapiskan baglanti (adherens junction) ve desmozomlar yardimiyla
mikroorganizmalara karsi fiziksel bir bariyer olusturmaktadir. Bu organizasyon epitel
bariyer biitiinliigiinii korumak ve ¢6ziinen maddelerin ve sivilarin paraseliiler gegisini
diizenlemek icin gereklidir. Desmozomlar bu organizasyondaki en biiyiik hiicre
baglantilaridir ve komsu iki hiicrenin keratin liflerini bir cirt cirt gibi birbirine
baglamaktadir. Yapiskan baglantilar desmozomlara benzer ¢apa benzeri protein
kompleksleridir, ancak bunlar aktin hiicre iskeletine baglidir (Anonim, 2021a). Bu
baglantilar siki baglantilarin montaj1 i¢in kullanilmaktadir. Siki baglantilar ise

transmembran proteinleri (klaudin ve okludin), periferal membran proteinleri (zonula
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okludenler) ve diizenleyici molekiiller gibi ¢esitli protein tiirlerinden olusmaktadir. Bu
proteinler siki baglantilarin stabilizasyonunu saglamakta ve intestinal epitel hiicreleri
ile sik1 baglantilar arasindaki molekiiler sinyallesmenin diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir. Sik1 baglanti, yapiskan baglanti ve desmozom yapilar1 birbirleriyle
etkilesim halinde ¢alisarak bagirsak gegirgenligini modiile etmektedir (Antonini ve

ark., 2019).

Bagirsak mikrobiyotas1 ve metabolitleri intestinal epitel bariyeri yapisini
destekleyebilmekte veya zayiflatabilmektedir. Enteropatojenik E. coli, C. difficile ve
Clostridium perfringens gibi bazi bakteriyel patojenlerin enterotoksinleri siki
baglantilarin bariyer fonksiyonlarini zayiflatabilmektedir (Hecht ve ark., 1992; Saitoh
ve ark., 2015; Yuhan ve ark., 1997). Bununla birlikte bagirsak epitel hiicrelerinden
Caco-2 hiicrelerinin Lactobacillus plantarum DSM 2648 ve Bifidobacterium lactis
420 gibi probiyotiklerle tedavi edilmesi sonucunda siki baglanti proteinlerinin
ekspresyonunun yukar1 yonde regiile edildigi gézlenmistir (Anderson ve ark., 2010;
Putaala ve ark., 2008). Ayrica Caco-2 hiicrelerine B. lactis 420 probiyotigi patojenik
bir bakteri olan E. coli O157:H7°den 6nce uygulandiginda siki baglantilar1 E. coli
O157:H7 kaynakli hasardan korumustur (Putaala ve ark., 2008). Peng ve ark. (2009),
tarafindan yapilan bir calismada biitiratin insan epitel hiicrelerinde adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaz (adenosine monophosphate-activated protein
kinase, AMPK) aktivitesini arttirdigt ve bdylece siki baglanti komplekslerinin
montajini diizenledigi tespit edilmistir. Bagirsak mikrobiyotasi tarafindan sentezlenen
indol metabolitiyle ilgili bir calismada, mikropsuz farelerin diski 6rneklerindeki indol
diizeylerinin, spesifik patojen igermeyen (specific pathogen-free) farelere gore 27 kat
daha diistik oldugu gozlemlenmis ve spesifik patojen icermeyen farelere kiyasla
mikropsuz farelerde siki ve yapiskan baglant1 proteinleri (klaudin-7, okludin, zonula
okludens-1, B-katenin ve E-kadherin) 6nemli 6l¢lide azalmis sayilarda tespit edilmistir.
Ayni ¢alismada indol kapsiilleri takviyesinin, mikropsuz farelerde siki ve yapiskan
baglant1 proteinlerinin ekspresyonunu yiikselterek bagirsak bariyeri biitiinliigiinii

restore ettigi goriilmiistiir (Shimada ve ark., 2013).
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2.3.3.3.2. Kimyasal Bariyer - Mukus Tabakasi

Epitelyal tabakayi orten mukus tabakasi intestinal epitel hiicrelerini liimen
icindeki ¢esitli kuvvetlerden ve fiziksel travmadan korumakta ve bir kayganlastirici
gorevi gorerek llimen igerigini epitel tabakasina zarar vermeden tasimaktadir (Adak
ve Khan, 2019). Bagirsak mukusu esas olarak, goblet hiicreleri tarafindan iiretilen
spesifik O-baglantili glikanlara (O-glikanlar) sahip olan glikoproteinlerin kompleks
yiginlar1 olan miisinlerden olusmaktadir. Ince bagirsak ve kolonda en fazla bulunan
miisin MUC2'dir (farelerde, Muc2). Mukus tabakasinin kalinlig1r bagirsak boyunca
degismektedir. En fazla mikroorganizma yogunlugunu barindiran kolon, en kalin
mukus tabakasiyla kaplidir. Kolonda mukus tabakas epitele sik1 bir sekilde bagli olan
bir ‘i¢ tabaka’ ve bakteriyel proteolitik aktiviteye maruz kalan gevsek bir ‘dis tabaka’
olmak {iizere iki katmandan olusmaktadir (Sicard ve ark.,2017). Dis tabakada bulunan
cok sayidaki O-glikan bakteriler igin, yapisma bolgesi olmalarinin yani sira
karbonhidrat ve peptit kaynagi olarak da gorev yapmaktadir (Adak ve Khan, 2019;
Sicard ve ark.,2017). A. muciniphila, B. thetaiotaomicron ve Bacteroides fragilis gibi
bircok bagirsak bakterisinin miisin parcalayict mikroorganizmalar oldugu
bilinmektedir (Antonini ve ark., 2019). I¢ mukus tabakas1 olduk¢a yogun bir yapidadir
ve saglikli bireylerde bakterilerin niifuz etmesine izin vermeyerek epitel hiicre

yiizeyini bakterilerden korumaktadir (Johansson ve ark., 2011).

Mukus bariyeri bulasict hastaliklarin siddetinin diizenlenmesinde 6énemli bir
role sahiptir (Sicard ve ark.,2017). Zarepour ve ark. (2013), S. Typhimurium ile
enfekte olan vahsi tip (wild type, WT) C57BL/6 farelerinde Muc?2 salgilanmasinda
artis oldugunu gézlemlemistir. Muc? eksikligi olan fareler S. Typhimurium ile enfekte
oldugunda ise WT farelerine gore onemli Olclide daha yiliksek sekal ve karaciger
patojen yiikleri tagiyarak ve 6nemli ol¢iide daha yiliksek bariyer bozulmasi ve daha
yiiksek Oliim oranlar1 gelistirerek enfeksiyona karsi dramatik bir duyarhilik
gostermistir. Bu bulgular MUC2’nin enfeksiyon sirasinda ¢ok Onemli bir rol
oynadigini gostermektedir. Willemsen ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
KZYA’nin (asetat, propiyonat ve biitirat) en etkilisi biitirat olmak iizere bagirsak

epiteli yakinindaki subepitelyal miyofibroblastlarda ve epitelyal hiicrelerde
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prostaglandin iiretimini artirarak MUC2’nin  gen ekspresyonunu uyardiklari

gozlenmistir.

2.3.3.3.3. Mikrobiyal Bariyer

Bagirsak mikrobiyotas1 saglik sirasinda ve antibiyotik maruziyetinin
yoklugunda, patojen mikroorganizmalarin bagirsak kanalinda kolonize olmalarini ve
cogalmalarini etkili bir sekilde engellemektedir. Bu fenomen “intestinal kolonizasyon
direnci” olarak adlandirilmaktadir (Lawley ve Walker, 2013). Yerlesik bagirsak
mikrobiyotasinin kolonizasyon direnci olgusu agisindan 6nemi ilk olarak 1950'lerde
Bohnhoff ve ark.'nin (1955) antibiyotik tedavisinin fareleri enfekte etmek icin gereken
S. Typhimurium dozunda 100.000 kat azalmaya yol actigimi gostermesiyle fark
edilmistir. Gilinlimiizde halen memeli bagisiklik sisteminin insan viicudunu
patojenlerden bu derecede koruyan hicbir unsuru kesfedilmemistir (Lawley ve Walker,
2013). Yerlesik mikroorganizmalarin patojen kolonizasyonunu nasil 6nledigi uzun
yillardir arastirilmaktadir ve bu konuda bir¢cok kolonizasyon direnci mekanizmasi
onerilmistir. ilgili mekanizmalar arasinda kommensaller ve patojenler arasinda ortak
kullanilan besinler ve nisler i¢in meydana gelen rekabet ve bu baglamdaki kommensal-

patojen etkilesimi yer almaktadir.

Kommensaller ve patojenler ayni1 ekolojik alam1 paylastiklarindan,
gastrointestinal miisinlerin baglanma yerleri i¢in birbirleri ile rekabet etmektedirler.
Istilac1 patojenlerin bagirsaklarda kolonize olabilmeleri icin, kommensaller tarafindan
yogun bir sekilde kolonize edilmis dis mukus tabakasi boyunca gezinmeleri ve
gastrointestinal miisinlerin baglanma yerleri i¢in kommensaller ile rekabet etmeleri
gerekmektedir (Lawley ve Walker, 2013). Yapilan calismalarda, bakterilerin ve diger
mikroorganizmalarin uygun bir yiizey ve ortam bulduklarinda, biyofilm olusturma
yoniinde kuvvetli bir egilim gosterdikleri bildirilmistir. Bu yiizeyler, katater, kalp
kapaklar1 ve diger medikal protezler gibi basit ve tekli yapida olabilecegi gibi toprak,
ag1z boslugu ve sindirim kanal1 gibi daha kompleks ortamlar da olabilmektedir (Goker,
2019). Bagirsaktaki bazi mikroorganizmalar da birbirlerine ve mukus tabakasinin
liimene bakan dis ylizeyine baglanarak mukozal biyofilm olusturabilmektedir (de Vos,

2015). Biyofilm yapisi, istilact protistlere ve bakterilere, ¢cevresel molekiillere ve
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bagisiklik hiicrelerine karsi koruyucu bir bariyer gorevi gormektedir (Motta ve ark.,
2021). Da Re ve ark. (2013), fare gastrointestinal kanalinda, kommensal E. coli suslar1
tarafindan olusturulan biyofilm yapisinin, benzer bir ekolojik nisi isgal eden
enteroagregatif E. coli ve K. pneumoniae patojen bakterilerine karsi kolonizasyon
direncini arttirdigini bildirmistir. Yerli mikrobiyal topluluk tarafindan kullanilan
alternatif bir strateji, rakip patojenik bakterilerin biiylimesi i¢in gerekli olan besin
maddelerinin tercihli tiketimidir. Omegin kommensal E. coli, organik asitler, amino
asitler ve diger besinler i¢in patojenik enterohemorajik E. coli O157:H7 ile rekabet
etmektedir (Momose ve ark., 2008a, 2008b). Sonug¢ olarak bagirsak mikrobiyotasi,
ortak sinirl kaynaklan tiiketerek rakip patojenlerin a¢ kalmasina neden olmakta ve

bdylece patojenin biiylimesini sinirlamaktadir (Wilson ve Perini, 1988).

Kommensal bakteriler ayn1 veya benzer bakteri tiirlerinin iiyelerini spesifik
olarak inhibe eden bakteriyosin denilen protein yapidaki toksinleri liretmektedir.
Omegin kommensal E. coli susu, patojenik enterohemorajik E. coli O157:H7 susunun
biiyiimesini dogrudan engelleyen bakteriyosin iiretmektedir (Lyon ve Olson, 1997).
Kommensaller ayn1 zamanda pH gibi konak ¢evre kosullarini degistirerek de patojen
kolonizasyonunu engelleyebilmektedir. Bagirsaktaki baz1 kommensal bakteriler belirli
bagirsak patojenlerinin biiyiimesini engellemek i¢in yerel pH'y1 degistirebilen KZY A
iiretmektedir (Kamada ve ark., 2013). Ornegin; Bifidobacterium tiirleri {irettigi asetatin
ortami asitlestirmesi yoluyla enterohemorajik E. coli O157:H7 patojeninin

kolonizasyonunu bloke etmektedir (Fukuda ve ark., 2011).

Diger bir mekanizma ise kommensal bakterilerin spesifik metabolitlerin
iretimi yoluyla patojen viriilansim1 ve biiylimelerini engellemesidir. Biitirat S.
Enteritidis ve S. Typhimurium'daki Tip III salgilama sistemi proteinlerini kodlayanlar
dahil olmak tizere bir¢ok viriilans geninin ekspresyonunu azaltmaktadir (Gantois ve
ark., 2006). Kommensaller ayrica viriilans aktivitesi i¢in gerekli kosullar1 degistirerek
de patojen viriilansini inhibe edebilmektedir. Patojenlerin virulans aktivitesi i¢in
gerekli kosullardan biri ortamda yeterli O> bulunmasidir. Ornegin Shigella flexneri
tarafindan viriilans faktorlerinin etkili bir sekilde salgilanmasi i¢in ortamda yeterli O>
varhigi gereklidir (Marteyn ve ark., 2010) Bagirsak liimenindeki O> yogunlugu

bagirsak sagligin1 dogrudan etkilemektedir. Bagirsak homeostazina, Firmicutes ve
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Bacteroidetes subelerinin zorunlu anaerobik iiyelerinin baskinligi aracilik ederken,
fakiiltatif anaerobik Enterobacteriaceae'nin (Proteobacteria subesi) geniglemesi
bagirsak disbiyozunun yaygin bir belirtecidir. O» yogunluguna dayali bu bagirsak
homeostazi intestinal mikrobiyota metabolitleri tarafindan saglanabilmektedir.
Ornegin; bagirsak homeostatik kosullar altinda, intestinal epitel hiicreleri tarafindan
sentezlenen peroksizom proliferator aktive edici reseptor-gama (Peroxisome
proliferator-activated receptor y, PPAR-y), biitirat tarafindan uyarilmaktadir. PPAR-y
sinyalizasyonu, kolonik epitel hiicrelerinin enerji metabolizmasini B-oksidasyona
dogru yonlendirerek Oznin luminal biyoyararlanimini smirlamaktadir. PPAR-y
sinyalizasyonu ayrica indiiklenebilir nitrik oksit sentazi kodlayan gen olan Nos2'nin
epitelyal ekspresyonunu azaltarak kolon liimenindeki nitrat seviyelerini azaltmaktadir
(Byndloss ve ark., 2017). Anaerobik bakteriler “nitrat solunumu” ad1 verilen reaksiyon
esnasinda nitrati bir elektron alicis1 olarak kullanarak nitrite indirgemektedirler
(Stewart, 1988). Zorunlu anaerobik olan ve KZY A iireten bakteriler bu yolla nitrat ve
oksijen varligin1 sinirladiklar1 ortamda, kuvvetli bir sekilde biiylirken, ayn1 zamanda
fakiiltatif — anaerobik  Enterobacteriaceae'nin  disbiyotik  genislemesini  de
onleyebilmektedir (Byndloss ve ark., 2017). Rivera-Cha'vez ve ark. (2016),
streptomisin antibiyotigi tedavisinin fare bagirsak liimeninde kommensal, biitirat
tireten Clostridia'y1 tiikettigini, bunun da biitirat seviyelerinin azalmasina, epitelyal
oksijenasyonun artmasina ve S. Typhimurium'un aerobik geniglemesine yol actigin
bildirmistir. S6z konusu ¢alismada artan aerobik solunumun, nitrat solunumu ile
sinerji olusturarak S. Typhimurium'un fekal-oral gecisini sagladig1 da gosterilmistir.
Antibiyotik tedavisi olsun veya olmasin bagirsak enfeksiyonlari, oksijen
mevcudiyetini artirarak bagirsak disbiyozuna ve dolayisiyla hastalik riskini artiran
patojenik bakterilerin ¢cogalmasina neden olmaktadir (Chen ve Vitetta, 2020). Bu
nedenle bagirsak mikrobiyotasinin intestinal ortamin oksijence fakirlesmesi i¢in
sagladig1 katkilar, bagirsak homeostazinin siirdiiriilmesinin yani sira enflamasyon
olusumunun, ilerlemesinin ve enflamasyona dayal1 hastaliklarin 6énlenmesi agisindan

da oldukg¢a 6nemlidir (Byndloss ve ark., 2017).

36



2.3.3.3.4. Immiinolojik Bariyer

Bagirsak epitelinde bulunan enterositler, mikrofold (M) hiicreler, paneth
hiicreler ve bagirsakla iliskili lenfoid dokuda bulunan dendritik hiicreler bagirsak
liimenindeki yararli ve zararli mikroorganizmalar1 birbirinden ayirt edebilmekte ve
boylece viicudun yararli mikroorganizmalara karsi immun yanit olusturmasini
engellemektedir. Bu iglevi hiicre yiizeylerinde, spesifik organellerinin icinde ve
sitoplazmalarinda bulunabilen ve “kalip tanima reseptorleri” (Pattern recognation
receptors; PRRs) olarak adlandirilan bir reseptor grubu ile yapmaktadirlar (Lawley ve
Walker, 2013). Bu reseptdrler “Toll benzeri reseptorler” (Toll like receptors, TLRs)
ve “Nikleotid baglayici oligomerizasyon alani reseptorleri” (Nucleotide-binding
oligomerization domain/caspase recruitment domain isoforms, NODs/CARs) olarak
bilinen iki farkli reseptor grubudur. Bu kalip tanima reseptorleri, patojenlerle iligkili
molekiilleri ve kaliplar1 tanimaktadir (Adak ve Khan, 2019; Yériimez, 2017). Ilgili
molekiiller ve kaliplardan bazilar1 bakteriyel karbonhidratlar (lipopolisakkaritler),
mannoz, niikleik asitler (bakteriyel ya da viral DNA veya RNA), peptidoglikanlar,
lipoteikoik asitler, lipoproteinler ve fungal glukanlardir (Akira ve ark., 2006; O’Hara
ve Shanahan, 2006). TLR1, TLR2 ve TLR6’nin alt aileleri lipitleri, TLR7, TLRS8 ve
TLRO niikleik asitleri, TLRS fagellini ve TLR4 ise lipopolisakarit, fibronektin ve bitki
diterpen paklitaksel gibi bir¢ok farkli ligand: tantyabilmektedir (Akira ve ark., 2006).
Bakteriyel peptidoglikan tabakasinin y-d-glutamil-mezo-diaminopimelik asit ve
muramil dipeptidini igeren sitozolik antijenleri ise NOD reseptorleri tarafindan

taninmaktadir (Adak ve Khan, 2019).

Enterositler, kalip tanima reseptorleri aracilifiyla patojen mikroorganizmalari
algilamalar1 sonucunda antimikrobiyal peptitler, sitokinler, immiinoglobulin A (IgA)
ve kemokinler salgilamakta ve bdylece viicudun dogal ve adaptif immun sistemlerini
aktive etmektedir. Yiizey enterositleri, enfeksiyonlu bolgeye dogustan gelen ve adaptif
bagisiklik tepkilerini uyaran ve yonlendiren kemokinler ve sitokinler salgilayarak
liimen mikro ortaminda afferent tehlike sensorleri olarak goérev yapmaktadir (O’Hara
ve Shanahan, 2006; Shanahan, 2005). Epitel tabakasinin alt kisminda sindirim kanali
ile iligkili lenf dokusu bulunmaktadir ve bu dokuyu temsil eden plaklara “peyer

plaklar1” denilmektedir. Peyer plaklari igerisinde viicudun dogal ve immun sistemine
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ait olan hiicreler vardir. Bu hiicrelerden biri epitel hiicreleri arasina yerlesmis olan
“Mikrofold (M) hiicreleri”’dir. M hiicreleri bagirsak liimenindeki patojen
mikroorganizmalara ait antijenleri endositoz yoluyla almakta ve bu antijenlere ait
bilgileri ekzositozla alt tabakadaki ‘“dendritik hiicreler’e ve diger antijen sunan
hiicrelere iletmektedir. Dendritik hiicreler govdeleri sindirim kanali iligkili lenfoid
dokuda bulunan bagisiklik sistemi hiicreleridir ve bunlar siki baglantilar1 bozmadan,
enterositler arasindaki bosluklara girerek, liimene dogru uzattigi uzun ayaklari ve yine
PRR’leri araciligiyla mukus tabakasinda ve liimende bulunan patojen
mikroorganizmalara ait antijenleri tanimakta ve bu bilgiyi efektor veya diizenleyici T
hiicreleri ile paylagsmaktadir (O’Hara ve Shanahan, 2006). Dendritik hiicreler ayni
zamanda canli kommensal bakterileri yutarak birkac¢ gilin boyunca tutabilmekte ve
kommensal bakterilere kars1 bagisiklik tepkilerinin lokal olarak uyarildigi mezenterik
lenf diigiimiine gidebilmektedir. Boylelikle mezenterik lenf diiglimii bir bekgi gorevi
gorerek kommensal bakterilerin i¢ ortama girisini engellemektedir. Bu, kommensal
bakterilere kars1 olusan bagisiklik tepkilerinin, sistemik bagisiklik tepkilerine zarar
vermeden lokal olarak indiiklenmesini saglamaktadir (Macpherson ve Uhr, 2004).
Antijen sunan hiicreler bu savunma hiicrelerinden aldiklar1 bilgiyi lenfositler gibi
bagisiklik sistemi hiicrelerine aktarmakta ve bagisiklik sistemi hiicreleri de patojenlere
kars1 sitokin, kemokin ve Ig A gibi enflamatuar maddeler salgilamaktadir (O’Hara ve
Shanahan, 2006). Lenfoid dokuda bulunan bagisiklik hiicrelerinden bir digeri epitel
hiicreleri arasinda yer alan “paneth hiicreleri”dir. Paneth hiicreleri sitoplazmalarinda
bulunan niikleotid baglayici oligomerizasyon alani igeren protein 2 (Nucleotide-
binding oligomerization domain protein 2, NOD2) reseptorii araciligiyla liimendeki
mikrobiyal patojenleri algilamakta ve P-defensin salgilayarak patojenleri inhibe

etmektedir (Sekil 2.1.) (Adak ve Khan, 2019).

Bagirsak dokusuyla baglantis1 bulunan yukarida sayilan hiicre gruplari, adeta
organize bir ekip gibi is gorerek bagirsak dokusunu ve viicudu patojen istilasina karsi
korumaktadir. Bagirsaklardaki patojen mikroorganizmalara kars1 aktivite gdsteren tim
bu savunma sisteminin en dnemli 6zelligi, patojenlerle savasirken kommensal-yararl
mikroorganizmalara kars1 aktivite gdstermemeleridir (Yortiimez, 2017). Bircok kalip

tanima reseptorii ligandi, kommensal bakteriler tarafindan eksprese edilmektedir,
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ancak saglikli bagirsak bu bakterilere karsi inflamatuar yanitlara neden olmamaktadir
(O’Hara ve Shanahan, 2006). Tersine, B. thetaiotaomicron ve Lactobacillus reuteri
gibi bazt kommensal bakteriler, ¢esitli enteropatojenik bakterilerin neden oldugu
proinflamatuar tepkileri azaltarak koruyucu etkiler gdstermektedir (Kelly ve ark.,
2004; Ma ve ark., 2004). Ayrica Vaishnava ve ark. (2008) tarafindan yapilan
calismada, belirli kommensal bakterilerin TLRs tarafindan taninmasinin, 6zellikle S.
Typhimurium’u hedefleyebilen ve sistemik istilay1 sinirlayabilen dogal antimikrobiyal

aktiviteyi tetikledigi bildirilmistir.

Bagirsak bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde 6nemli rollere sahip olan
diger bir mikrobiyota unsuru KZYA’lardir. KZY A’lar kolonik diizenleyici T (Treg)
hiicrelerinin iiretimini arttirmaktadir. Kolonik Treg hiicreleri ise efektor CD4*T (Teff)
hiicrelerinin proliferasyonunu sinirlayarak bagirsak homeostazisini diizenlemekte ve
inflamasyonu kontrol etmektedir (Sekil 2.2) (Smith ve ark., 2013). Smith ve ark.
(2013) fare modelleri tizerinde yaptiklar1 arastirmada, KZYA ile in vivo tedavinin,
kolondaki cTregs FoxP3 ve IL-10 ekspresyonunu arttirdigin1 ve fareleri artan Treg
hiicre sayisina bagl bir sekilde, deneysel olarak indiiklenen kolite kars1 korudugunu

gostermistir.
2.3.3.4. Bagirsak Mikrobiyotasinin Norolojik Islevleri

Beyin-bagirsak ekseni kavrami 19. yiizyilda ve 20. yiizyilin baslarinda,
Beaumont, Darwin ve Cannon’un Oncli gozlemleri ve Ivan Pavlov’un artik
klasiklesmis fizyolojik c¢alismalar1 sonucunda ortaya c¢ikmistir. Daha yakin
zamanlarda, mikrobiyotanin saglik lizerindeki 6neminin anlasilmasiyla birlikte beyin-
bagirsak ekseni bagirsak, bagirsak mikrobiyotast ve beyin arasindaki karmasik bir
iletisim agmi temsil eden mikrobiyota-bagirsak-beyin eksenine genisletilmistir.
Mikrobiyota-bagirsak-beyin ekseni mikrobiyotay1, bagirsak dokusunu, merkezi sinir
sistemini (MSS), otonom sinir sisteminin sempatik ve parasempatik dallarini, enterik
sinir sistemini ve néroendokrin ve ndroimmiin sistemleri kapsamaktadir. Mikrobiyota
ve beyin arasindaki ¢ift yonlii iletisim stres reaktivitesi, mental saglik ve agr1 algisi
gibi merkezi sinir sistemi tarafindan yiiriitiilen ¢esitli noral fonksiyonlarin yani sira

gastrointestinal sistem fonksiyonlarini da etkilemektedir (Borre ve ark., 2014).
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Merkezi sinir sistemi, otonom sinir sistemi aracilifiyla bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimini ve islevini etkileyebilmektedir. Bu yukaridan asagiya
modiilasyon gastrointestinal hareketliligin ve gec¢isin diizenlenmesi, mukus
salgilanmasi, bagirsak bariyerinin gegirgenligi ve nérotransmitterlerin limene salinimi
araciligiyla dolayli olarak meydana gelebilmektedir. Ayni zamanda norepinefrin ve
postsinaptik sempatik terminallerden salinan olast diger ndrotransmiterler tarafindan
bagirsak mikrobiyal gen ekspresyonunun ve fonksiyonunun dogrudan modiile edildigi

de bildirilmistir (Horn ve ark., 2022).

Bagirsak mikrobiyomunun beyine etkileri ise baslica noral, ndro-endokrin ve

immiinolojik yolaklar araciligiyla gerceklesmektedir (Horn ve ark., 2022).

2.3.3.4.1. Noral Etkilesim Yolu

Gastrointestinal mikrobiyota ile beyin arasindaki direkt noral iletisim her iki
yonde de esas olarak, en uzun ve en karmasik sinir olan vagus siniri araciligiyla
gerceklesmektedir. Vagus siniri ve gastrointestinal mikrobiyota arasindaki temas
dogrudan degildir ¢ilinkii vagus sinirinin afferent lifleri epitel tabakasini
gecememektedir. Yine de bu lifler mikrobiyotanin veya mikrobiyal iirinleri TLRs
araciligiyla taniyan enteroendokrin hiicrelerin sinyallerini algilayabilmektedir
(Aragon, 2022). Ek olarak, enteroendokrin hiicrelerin bir alt kiimesi olan néropod
hiicreleri, enterik sinir sisteminin pleksuslariyla dolayisiyla da vagus siniri ile iletisim
halinde olan noéronal devrelerle sinaps yapabilmektedir (Balaguer-Trias ve ark., 2022;
Bistoletti ve ark., 2020). Malick ve ark. (2015), tarafindan ratlarla yapilan vagotomi
calismasi, vagotominin Lactobacillus helveticus ve B. longum tiirlerinin merkezi sinir
sistemi ile sinyalizasyonunu bloke ettigini ve bu bakterilerin ruh halini degistiren,
antidepresan etkilerinin kaybolmasina neden oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma
sonucunda s6z konusu suslarin aracilik ettigi davranigsal etkilerin bozulmamis vagal
sinir aktivasyonuna bagl olarak gerceklestigi anlasilmis ve dolayisiyla mikrobiyota-
beyin ekseninde vagus sinirinin énemi ortaya konmustur (Aragén, 2022). Bununla
birlikte bir¢ok gézlemde vagotomiden sonra bagirsaklarin diizglin ¢aligmaya devam

ettigi kanitlanmistir. Ciinkli arastirmalar beyin-bagirsak ekseni icindeki impulslarin
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%90’mnin  bagirsaklardan beyne iletildigini ve yalnizca %10’unun beyinden

bagirsaklara iletildigini ortaya koymaktadir (Goralczyk-Binkowska ve ark., 2022).

Mikrobiyotanin beyin fonksiyonlari lizerinde etki gdsterdigi diger noral yolak
kan-beyin bariyeridir (KBB). Bilindigi iizere KBB, beyni dolagimdaki kandan sikica
ayirarak terapotik ilaglarin beyne girisini 6nlemekte ve beyni yaralanmalardan ve
hastaliklardan korumaktadir. Enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar ve beyin hasari,
KBB’nin biitiinliigiinii degistirerek dolasim sistemindeki zararli {iriinlerin beyne
gecisinin artmasina neden olabilmektedir (Liu ve ark., 2022). Bircok c¢alisma
KZY A’nin kan-beyin bariyeri biitiinliigliniin korunmasinda énemli katkilart oldugunu
gostermistir (Liu ve ark., 2022). Li ve ark. (2016) travmatik beyin hasarina tabi tutulan
farelere intraperitoneal yolla uygulanan sodyum biitiratin norolojik eksiklikleri, beyin
O6demini, noronal degisimi ve KBB hasarin1 hafifletebilecegini ve ayrica travmatik
beyin hasarina karsi koruma saglamak i¢in beyindeki okludin ve zonula okludens-1
baglant1 proteinlerinin ekspresyonunu artirabilecegini bildirmistir. Arastirmacilar
sodyum biitiratin s6z konusu koruyucu etkilerinin, KBB'nin bozulmasiin ardindan
onarilmasiyla iligkilendirilebilecegini belirtmistir. Ayrica KZY A endotel hiicrelerinde
bol miktarda eksprese edilen tasiyict hidrojene bagimli veya sodyuma bagimh
monokarboksilat tasiyicilar aracilifiyla kan-beyin bariyerini gecebilmektedir (Vijay
ve Morris, 2014). KZY A kan-beyin bariyerini gecerek beyinde 6grenmeyi, hafizayi,
davranigi ve hastalik ilerlemesini dogrudan etkileyebilmektedir. KZY A’ya ek olarak,
dallanmis zincirli amino asitler, GABA ve indol tiirevleri gibi diger bir¢ok bagirsak
mikrobiyota metaboliti beyin lizerinde kapsamli etkiler gostermek i¢in kan-beyin

bariyerini gecebilmektedir (Liu ve ark., 2022).

2.3.3.4.2. Noroendokrin Etkilesim Yolu

Bagirsak mikrobiyota metabolitleri, anoreksijenik hormonlar (PYY, GLP-1 ve
kolesistokinin) ve periferik hormonlar (leptin, ghrelin ve insiilin) iiretilmesi i¢in
enteroendokrin hiicreleri uyarabilmektedir (Liu ve ark., 2022). Bu tiir hormonlarin
hipotalamusla ve periferik organ ve dokularla etkilesimi istah ve toklugun
diizenlenmesinde Kkilit bir rol oynamaktadir ve bu sinyal sistemlerinin diizensizligi,

obezite ve gida bagimlilig: ile iligkilendirilmistir (Burger ve Berner, 2014; Frank ve
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ark., 2021). GLP-1 ve PYY dahil olmak iizere anoreksijenik hormonlar KBB'yi
gecerek beyinde proopiomelanokortin ndronlarin1 aktive edebilmektedir ve bu
noronlar istah baskilayici 6zellikteki peptitlerin salgilanmasini saglamaktadir (Liu ve
ark., 2022). GLP-1’in normal glisemide saglam kan-beyin bariyeri {izerinden glikoz
alimin1 azalttig1 tespit edilmis ve plazma glikozu arttifinda intraserebral glikoz
dalgalanmasini smirlayarak beyni koruyabilecegi one siiriilmiistiir (Lerche ve ark.,

2008).

Onceki boliimlerde bahsedildigi iizere, bagirsak bakterileri amino asit
katabolizmas1 sonucunda GABA, asetilkolin, histamin, serotonin, dopamin ve
noradrenalin gibi ndrotransmitterler iiretebilmektedir. S6z konusu nérotransmitterlerin
dahil oldugu serotonerjik, dopaminerjik ve adrenerjik yolaklar beyinde anksiyete,
tepkisellik, asabiyet, ruh hali, 6grenme, uyku diizeni, istah, cinsellik, keyif, mutluluk,
motivasyon ve konsantrasyon gibi bircok biligsel, duygusal ve psikolojik olgunun
olugmasinda rol almaktadir (Drevets, 2001). GABA gibi baz1 bagirsak mikrobiyota
metabolitlerinin istah1 diizenlemek i¢in norotransmitter gorevi gordiigii bilinmektedir.
Kim ve ark. (2015), GABA sinyal yollar1 bozulan farelerde siitten kesme sonrasi
donemde beslenme ve biiylimede azalma, ndropeptit Y'nin tetikledigi hiperfaji ve
istahta korelme meydana geldigini bildirerek GABA’nin istah diizenlemesindeki
roliine agiklik getirmistir. Bagirsak mikrobiyotas1 ayrica MSS’nin ana uyaricilarindan
biri olan glutamik asidin seviyesini ve metabolizmasini etkilemektedir (Goralczyk-
Binkowska ve ark., 2022). Lactobacillus ve Bifidobacterium, glutamik asit iiretiminde
rol oynayan iki merkezi cinstir (Ortega ve ark., 2022). Fizyolojik kosullar altinda,
glutamik asit 6grenme ve hafizanin temelidir. Bu nedenle, hafiza bozukluklarinin ve
sinirsel yorgunlugun tedavisinde yaygin olarak uygulanmaktadir. Bununla birlikte, bu
asidin bollugu, glutamaterjik reseptorlerin asir1 aktivasyonuna neden olmakta ve

bunun sonucunda ndronlara zarar vermektedir (Goéralczyk-Binkowska ve ark., 2022).

Bagirsak mikroorganizmalart néroendokrin sinyallesmedeki bir¢ok onemli
metabolitin onciisii ve esansiyel bir amino asit olan triptofanin, kiniirenin, indoller ve
triptamin gibi ¢esitli metabolitlere doniisiimiiniin modiilasyonunda da kritik bir rol
oynamaktadir. Triptofan metabolitleri, kan dolasimi veya vagal afferent

sinyalizasyonu araciligiyla MSS iizerinde etki gosterebilmektedir. Serotonin triptofan
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metabolitlerinden biridir.  Viicuttaki serotoninin biliylik ¢ogunlugu (%95)
enterokromaffin hiicrelerinde iretilmekte ve depolanmaktadir (Horn ve ark., 2022).
Mikrobiyal metabolitlerin enterokromofin hiicreleri serotonin liretimi ve salinimi i¢in
uyardig bildirilmistir (Yano ve ark., 2015). Wikoff ve ark. (2009), yaptiklar
calismada mikropsuz farelerin, normal bagirsak mikrobiyomuna sahip olan farelere
kiyasla yaris1 kadar serotonine sahip oldugunu tespit etmiglerdir. Serotonin myenterik
pleksus ndéronlarinin stimulasyonunu indiikleyerek gastrointestinal hareketliligi

arttirmakta ve bagirsak gecis siiresini kisaltmaktadir (Yano ve ark., 2015).

Diger bir triptofan metaboliti, sentezi Lactobacillus tiirleri tarafindan modiile
edilen kiniirenindir. Kan-beyin bariyerini gecebilen kiniireninin, Alzheimer hastaligi
ve depresyonda bildirilen noroinflamasyon ve norodejenerasyona aracilik ettigi de
bildirilmistir (Horn ve ark., 2022; Kennedy ve ark., 2017). Laktobasiller tarafindan
tiretilen ve bir reaktif oksijen tiirii olan hidrojen peroksit, bagirsaklarda triptofandan
kiniireninin sentezinde gorev alan indolamin-2,3-dioksijenaz (IDO1) enziminin
ekspresyonunu inhibe ederek konake¢r kiniirenin metabolizmasini baskilamaktadir
(Marin ve ark., 2017; Valladares ve ark., 2013). Omegin Lactobacillus johnsonii ile
beslenen ratlarda L. johnsonii tarafindan tiretilen hidrojen peroksit, IDO1 aktivitesini
ortadan kaldirarak serum kiniirenin seviyelerini azaltmistir ve ayrica bu ratlarda
serotonin diizeylerinin arttig1 gézlenmistir. (Valladares ve ark., 2013). Marin ve ark.
(2017) tarafindan yapilan arastirmada ise umutsuzluk davranisi sergileyen kronik
stresli farelerde spesifik olarak azalan Lactobacillus bollugu ve dolasimdaki daha
yiiksek  kiniirenin  konsantrasyonlar1 artan depresyon benzeri davranisla
iliskilendirilmis ve Lactobacillus tedavisiyle davranigsal anormalliklerin iyilestigi

gbzlenmistir.

Triptofan  metabolitlerinin ~ {iglincli  bir  grubu, yalmizca bagirsak
mikroorganizmalar1 tarafindan iiretilen indollerdir (Horn ve ark., 2022). Bagirsak
mikroorganizmalari, triptofandan serotonin ve kinurenin iiretiminde yalnizca
modiilator bir rol oynarken, indol yolu tamamen mikroorganizma bagimlidir. Ciinkii
yalnizca belirli mikroorganizmalar, triptofandan indol iiretimi igin gerekli olan
triptofanaz enzimine sahiptir (Taleb, 2019). Ornegin indol-3-propiyonik asit (IPA),

triptofanaza sahip olan Clostridium sporogenes tarafindan sentezlenmektedir. IPA,
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hidroksil radikallerini nétralize eden ve mukozal homeostazi kolaylastirmak igin
bagirsak hiicrelerindeki pregnane X reseptorii dahil olmak {izere cesitli reseptorlere
baglanabilen noroprotektif bir maddedir. IPA beyinde hidroksil radikallerini notralize
etmekte, DNA hasarim1 azaltmakta ve B-amiloid fibrili olusumunu Onlemektedir.
Lactobacillus tiirleri tarafindan {iiretilen indol-3-aldehit de noroprotektif 6zellikleri
bulunan bir metabolittir. Indol-3-aldehit bagirsak bagisiklik hiicrelerindeki aril
hidrokarbon reseptorii (AhR) lizerinde etki ederek antiinflamatuar bir sitokin olan

interlokin-22’nin artmasini saglamaktadir (Pappolla ve ark., 2021).
2.3.3.4.3. Immiinolojik Etkilesim Yolu

Bagirsak mikroorganizmalarinin hiicre duvari bilesenleri ve baz1 mikrobiyal
metabolitler néroenflamasyonda énemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, Gram negatif
mikroorganizmalarin hiicre duvarinda bulunan lipopolisakaritler (LPS) ve mikropla
iligkili molekiiler modeller (Microbe Associated Molecular Patterns, MAMPs), enterik
ndronlar veya vagal afferentler {izerindeki reseptorlerle (TLRs) ve sindirim kanali
iligkili bagisiklik hiicreleriyle lokal olarak etkilesime girerek dogustan gelen bagisiklik
sistemini sitokinler iiretmesi i¢in siirekli olarak uyarmakta ve bagirsak mukoza
yiizeyinde baglayarak beyin de dahil olmak iizere tiim viicudu etkileyen bir bagisiklik
aktivasyonu olusturmaktadir (Galland, 2014; Horn ve ark., 2022). Maes ve ark. (2008)
28 major depresyon hastasi ile gerceklestirdikleri calismada, major depresyona Gram
negatif enterobacteria bakterilerinin LPS’sine kars1 artan serum immiinoglobulin M
(IgM) ve IgA diizeylerinin eslik ettigini ve artan IgM-IgA degerlerinin, yorgunluk,
otonomik ve gastrointestinal semptomlar ve subjektif enfeksiyon hissi gibi major
depresyon ve kronik yorgunluk sendromunu animsatan semptomlarla iligkili oldugunu
tespit etmislerdir. LPS’nin insanlara nanogram miktarlarda parenteral olarak
uygulanmasi (0,4 ng/kg viicut agirligl), proinflamatuar sitokinler IL-6 ve TNF-o’nin
plazma konsantrasyonunu, tiikiirik ve plazma kortizol seviyesini ve plazma
norepinefrin seviyesini arttirmistir. Bu degisikliklere depresif ruh hali, artan kaygi ve
duygusal uyaranlara iligkin uzun siireli hafizanin bozulmasi eslik etmistir (Grigoleit ve
ark., 2011). Clostridium, Proteus ve Enterobacteriaceae gibi bakteriler proteinleri
ayristirirken giiclii bir norotoksin olan amonyak tiretmektedir. Bu maddenin kandaki

yiiksek konsantrasyonu, amonyagin MSS’den uzaklastirilmasindan sorumlu olan alfa-
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ketoglutarik asit eksikligine yol agmakta ve sonug olarak norolojik semptomlarin
bliylimesine neden olmaktadir (Goralczyk-Binkowska ve ark., 2022; Thorn ve

Greenman, 2012).

Bagirsak  mikrobiyomu ayrica MSS’deki  mikroglia  hiicrelerinin
olgunlagsmasini ve isleyisini dogrudan etkileyebilmektedir. Mikroglia, beyindeki
bagisiklik hiicrelerinin ¢ogunu olusturmaktadir ve bagirsak bakterileri bu hiicrelerin
diizgiin caligmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bir kemirgen ¢alismasinda, normal
mikrobiyomlu farelere kiyasla mikropsuz farelerin g¢esitli beyin bolgelerinde daha az
sayida olgun mikroglia oldugu ve mikroglialarin yapisal kusurlara sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Mikropsuz farelerin igme suyuna 4 hafta boyunca eklenen KZYA
karisimi mikroglialarin olgunlagmasini saglamis ve mikroglia kusurlarimi biiyiik
Olciide onarmustir (Erny ve ark., 2015). Mikropsuz farelerle yapilan baska bir
calismada, mikroglialarda fonksiyonel kusurlar bulunmus ve sonug olarak, bagisiklik
fonksiyonunda bir bozulmaya isaret eden proinflamatuar sitokinler IL-1B, IL-6 ve
TNF-a yliksek seviyelerde tespit edilmistir (Horn ve ark., 2022; Matcovitch-Natan ve
ark., 2016). Mikroglia ve bagirsak mikrobiyal yapisinin diizensizligi anksiyete,
depresyon, Parkinson ve multipl skleroz gibi nérodejeneratif bozukluklar ve otizm
spektrum bozuklugu gibi nérogelisimsel bozukluklar ile iligkilendirilmistir (Horn ve
ark., 2022). Bu etkilesimler bagirsaktaki immiin aktivasyon ile beyindeki

noroinflamasyon arasinda yakin bir iliski oldugunu gostermektedir.

2.3.4. Eubiyozis ve Disbiyozis

Bagirsak mikrobiyotasi, normal bagirsak fizyolojisinin ve sagliginin
korunmasi ve homeostazisin siirdiiriilmesi ile ilgili genis ¢aptaki metabolik, trofik,
koruyucu ve ndrolojik islevleri nedeniyle gizli kalmis ek bir organ olarak kabul
edilebilmektedir (Marizzoni ve ark., 2017). Bu organin icinde yer alan
mikroorganizmalarin birbirleriyle ve konakgcilariyla dengeli iliskiler kurdugu saglikli
insanlarda bulunan sekline ‘“eubiyozis” denilmektedir. Yerlesik mikrofloranin
miktarinin, bilesiminin ve gesitliliginin bozulmas1 nedeniyle fonksiyonlarin etkili bir
sekilde gerceklestiremedigi ve bu yiizden konakgi1 saglig tizerinde hastalik gelisimine

neden oldugu sekline ise “disbiyozis” (disbiyoz) adi verilmektedir (Riccio ve Rossano,
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2020). Disbiyoz bagirsak florasindaki ¢cogunlugunu zorunlu anaerobik bakterilerin
olusturdugu yararli islevlere sahip kommensallerin kaybi, ¢ogunlukla
Enterobacteriaceae ailesinin tiyeleri olan Proteobacteria filumuna ait fakiiltatif
anaerobik patojen bakterilerin genislemesi ve mikroorganizma cesitliliginin azalmasi
olarak ifade edilmektedir (Bdumler ve Sperandio, 2016). Stres, basta antibiyotikler
olmak iizere sik ila¢ kullanimi, alkol ve sigara kullanimi, doymus yag ve seker
bakimindan zengin ve/veya islenmis gidalarla beslenme, ¢evresel kirlilik, kimyasallar
ve fiziksel hareketsizlik gibi diizensiz yasam faktorleri disbiyoz gelisimine zemin
hazirlamaktadir (Ferreira ve ark., 2022). inflamatuar bagirsak hastalarinda bagirsak
mikrobiyota kompozisyonunun disbiyotik bir sekilde degistigi rapor edilmistir
(Gevers ve ark., 2014; Machiels ve ark., 2014; Nishino ve ark., 2018). Bu
degisikliklerin, inflamatuar bagirsak hastaliklarinin nedeni mi yoksa sonucu mu
oldugu bilinmemektedir. Bununla birlikte disbiyozun inflamatuar siireci gili¢lendirerek
ve siirdliirerek bu hastaliklarin gelisimine ve ilerlemesine katkida bulundugu
diisiiniilmektedir (Lee ve Chang, 2021). Inflamatuar bagirsak hastalarinda, KZYA
tireten bakteriler de dahil olmak {izere kommensal bakterilerde azalma goriilmektedir
(Machiels ve ark., 2014; Nishino ve ark., 2018). Bu, KZYA'larda azalmaya ve
KZY A’larin Treg ve Teff farklilasmasinit modiile etme yetenegini de kapsayan faydali
etkilerinin azalmasina yol agmaktadir (Zhou ve ark., 2018). Treg ve Teff hiicrelerinin
dengesizligi, proinflamatuar sitokinlerin iiretiminin artmasina neden olmakta ve
bozulmalar nedeniyle mukozal tabaka hasar gérmektedir. Bu da bariyerin islevsiz
olmasina yol agarak bakteriyel penetrasyona izin vermektedir. Ayrica, dogru firsat
verildiginde patojenik Ozellikler gosterebilen firsatgr patojenler, inflamatuar
durumlarda ortaya ¢ikmakta, genislemekte ve kommensal bakterilerin biiylimesini
sinirlandirmaktadir. Boylece bagirsaklarda inflamatuar ortamin giiclenmesi ve
devamlilig1 saglanmaktadir. Kommensallerin kaybi, firsat¢1 patojenlerin ortaya ¢ikist
ve immiin regilasyondaki dengesizlik kronik inflamatuar bir durumla

sonuclanmaktadir (Sekil 2.2) (Lee ve Chang, 2021).
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Sekil 2.2. Inflamatuar bagirsak hastaliklarinda disbiyotik ve kronik inflamatuar
durumu etkileyen faktdrler (Lee ve Chang, 2021). IBH: Inflamatuar bagirsak
hastaliklari, KZY A: Kisa zincirli yag asitleri, DH: Dendritik hiicre

Bagirsaklardaki kommensal mikrobiyotanin, kendisinin de bir {iyesi oldugu
dort katmanli ve olduk¢a kompleks yapidaki bagirsak bariyerinin biitlinliigliniin
korunmas: ve giiclendirilmesi ile ilgili bir¢cok fonksiyona sahip oldugu dikkate
alindiginda, disbiyoz nedeniyle kommensal mikroorganizma miktarmin azalmasi
sonucunda fonksiyonel bagirsak bariyerinin bozulma olasiliginin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu bozulma bagirsak gecirgenliginin artmasina neden olmaktadir.
Bagirsak gecirgenliginin artmasi ise luminal bakteriler ile toksik bilesenlerinin ve
metabolitlerinin portal ven yoluyla 6nce karacigere, daha sonra da sistemik dolasima
translokasyonunu kolaylastirarak endotoksemi,

sepsis ve bakteriyemiye yol

agmaktadir (Dey ve Chaudhuri, 2023). Ornegin bagirsak gegirgenliginin artmasi
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sonucunda LPS portal ven araciligiyla karacigere tasinarak hepatik hiicreler tarafindan
immiin yanitlarin gelistirilmesine yol agmakta ve sonugta sepsis olusmaktadir (Pérez-
Hernandez ve ark., 2021). Dolasimdaki bakteriyel endotoksinlerin, 6zellikle de
LPS’nin artisinin, obezite, diyabet ve mikrovaskiiler komplikasyonlara 6zgii diisiik
dereceli inflamasyonda 6nemli bir rol oynayabilecegi ileri stiriilmustiir (Kumar Singh
ve ark., 2019). Yapilan caligmalarda disbiyozisin huzursuz bagirsak sendromu,
inflamatuar bagirsak hastaliklari, kolorektal kanser, obezite, tip 2 diyabet, alerji, astim
ve hepatik ensefalopati ile stres, anksiyete, depresyon, otizm spektrum bozuklugu,
Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligt ve multipl skleroz gibi ndrolojik,
norodejeneratif ve psikiyatrik bozukluklarla iliskili oldugu gosterilmistir. (Avei, 2022;
Ferreira ve ark., 2022).

2.3.4.1. Antibiyotik Kullanim ve Disbiyozis

Antibiyotikler tipta devrim yaratmis ve bakteriyel enfeksiyonlara karst “sihirli
mermiler” olarak adlandirilmigtir. Bununla birlikte antibiyotik tedavisi, bagirsak
mikrobiyomuna kolonizasyon direnci kazandiran bakteri popiilasyonlarini dogrudan
ortadan kaldirarak disbiyoza katkida bulunabilmekte veya buna neden olabilmektedir.
Konvensiyonel antibiyotikler genellikle bakteriyostatik veya bakterisidal etki
gostermektedir. Bu, hem patojenik hem de kommensal mikroorganizmalar1 ayrim
gozetmeksizin Oldiirdiikleri veya onlarin c¢ogalmalarini 6nledikleri anlamina
gelmektedir. Antibiyotik kullanimi bagirsaklardaki yerlesik kommensal bakterilerin
azalmasina ve dolayisiyla kolonizasyon direncinin kaybina neden olarak, C. difficile
ve S. Typhimurium gibi patojenlere bagirsaklarda cogalma imkani vermekte ve
sonugta disbiyoz olusmaktadir (Biumler ve Sperandio, 2016). Ornegin, Miller ve
ark.’nin 1957'da yaptig1 denemede daha 6nce streptomisin antibiyotigi almis farelerde
enfeksiyona neden olmak i¢in gereken S. Typhimurium dozunun 100.000 kat daha
diisiik oldugu gozlenmistir. Streptomisin ile tedavi edilen farelere normal digki
asilandiginda ise Salmonella enfeksiyonuna duyarliligin kayboldugu bulunmus ve
normal digkidaki zorunlu anaeroblardan bazilarinin streptomisinin etkisini ortadan
kaldirdig1 6ne stiriilmistiir (Miller ve ark., 1957). Bu bulgular kullanilan antibiyotigin
zorunlu anaerob kommensallerinden bazilarin1 azaltarak kolonizasyon direncinin

kaybina neden oldugunu bunun da fareleri Salmonella enfeksiyonuna karsi daha
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duyarli hale getirdigini gostermektedir. Bazi antibiyotiklerin 6zellikle anaerobik
bakteri gruplarmma kars1 secici etki gostermesi antibiyotikleri insan bagirsak
mikrobiyotas1 sagligi acisindan daha tehlikeli hale getirmektedir. Buna bir 6rnek
oncelikle anaerobik bakterileri hedef alan nispeten genis spektrumlu bir antibiyotik
olan klindamisindir (Jernberg ve ark., 2010). Klindamisinin, patojenlerin
kolonizasyonuna karsi direnci azaltarak C. difficile'nin asir1 ¢gogalmasina neden oldugu
ve buna bagli olarak da siddetli ishalle seyreden ve 6liimciil olabilen psddomembrandz

kolit riskini arttirdig1 gosterilmistir (Bartlett, 2002).

Mukus tabakasini olusturan miisinler fukoz, galaktoz, sialik asit, N-
asetilgalaktozamin, N-asetilglukozamin ve mannoz gibi sekerler agisindan zengindir.
Bu sekerler, mikrobiyotanin sakkarolitik {iyeleri tarafindan mukozal glikanlardan
hasat edilmekte ve bu da onlar1 mikrobiyota icinde bu kapasiteye sahip olmayan tiirler
icin kullanilabilir hale getirmektedir. B. thetaiotaomicron sakkarolitik bakterilerden
biridir ve sialidaz enzimine sahiptir (Bdumler ve Sperandio, 2016). Sialik asit, baz1
mukozal glikanlarin terminal sekeridir. B. thetaiotaomicron, bu terminal sekeri
mukozal glikanlardan ayirmak ve serbest birakmak i¢in gereken sialidazi
kodlayabilmektedir, ancak serbest kalan monosakkaritleri tiiketmek igin gereken
katabolik yolaktan (nan operon) yoksundur. Bu nedenle bakteri, karbon kaynagi
olarak kullanabilecegi altta yatan glikanlara erisim saglamak i¢in mukustan sialik asiti
serbest birakmaktadir. Bagirsakta eubiyozis durumu hakimken besinlerin yerlesik
mikrobiyota iiyeleri tarafindan verimli bir sekilde tiiketildigi rekabetci bir ekosistem
vardir. Bu ekosistemde sialik asit gibi mukozal monosakkaritler yerlesik
kommensaller tarafindan tiiketilerek  patojenlerin bu  besinlere erisimi
engellenmektedir. Antibiyotik tedavisi yerlesik kommensallerin sayisini azaltarak
limendeki serbest sialik asit miktarin1 ve B. thetaiotaomicron tarafindan sialik asitin
liimene salinimimi arttirmaktadir. Bu durumda bagirsak liimeninde bolca bulunan
serbest sialik asit, sialidazdan yoksun olan ancak nan operonu kodlayabilen S.
Typhimurium ve C. difficile tarafindan katabolize edilebilmekte ve bu da onlara
onemli bir bliylime avantaji saglamaktadir (Sekil 2.3) (Ng ve ark., 2013). Antibiyotik
kullanim1 ayn1 zamanda bagirsak mikrobiyotasi tarafindan iiretilen siiksinatin

miktarini da etkilemektedir. Stiksinat geleneksel farelerin sekal i¢eriklerinde genellikle

49



diistik bir konsantrasyonda bulunmakta, ancak antibiyotik tedavisinin ardindan miktari
yaklagik olarak 87 kat artmaktadir. Bu durum, eubiyozis kosullarinda bagirsakta
yerlesik mikroorganizmalar arasindaki metabolik c¢apraz beslenmenin siiksinati
tiikkettigini ve antibiyotik tedavisi ile siiksinati tiiketen kommensallerin kaybedildigini
gostermektedir. Antibiyotik tedavisinden sonra artan siiksinat C. difficile tarafindan
etkili bir sekilde kullanilarak bu patojenin ¢ogalmasina ve ishalle seyreden hastaliklar
olusturmasina neden olmaktadir (Ferreyra ve ark., 2014). Antibiyotik tedavisinin
mikrobiyal bilesim tlizerindeki etkisi uzun bir siire boyunca devam edebilmektedir.
Ormnegin saglikli insanlara uygulanan kisa siireli klindamisin antibiyotigi tedavisinden
sonra diski 6rneklerinde Bacteroides izolatlariin klonal ¢esitliliginde keskin bir diisiis
goriilmiis ve Bacteroides toplulugu iki yil boyunca higbir zaman orijinal bilesimine

geri donmemistir (Jernberg ve ark., 2007).
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Sekil 2.3. Bagirsak mikrobiyotasinda antibiyotik tedavisi nedeniyle disbiyoz olusumu

Antibiyotiklerin asir1 ve yanhs kullanilmasindan dolay1 yayilimi hizla artan
antimikrobiyal direng, 6zellikle bakteri kaynakli hastaliklarda tedavi segeneklerini
azaltan ve yliksek 6liim oranlariyla iligkilendirilen bir kiiresel halk saglig1 sorunudur
(Cruz-Lopez ve ark., 2020). Giinlimiizde diinya ¢apinda her yil en az 700.000 kisi
antimikrobiyal diren¢ nedeniyle 6lmektedir (Mancuso ve ark., 2021). 2000-2010
yillar1 arasinda diinya ¢apinda 70 milyar klinik dozda antibiyotik uygulanmis ve
bunlarin yaklasik %50'sinin gerekli olmadigi veya dogru sekilde uygulanmadigi
tahmin edilmistir (Cruz-Lopez ve ark., 2020). Antimikrobiyallerin yanlis kullaniminin
neden oldugu segici baski, halihazirda mevcut olan antibiyoterapilerin ¢oguna direncli
yeni bakteri suslarinin olusmasiyla sonu¢lanmistir (Mourenza ve ark., 2020). Bagirsak
mikrobiyotasindaki fakiiltatif anaeroblardan olan E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis
ve Enterococcus faecium bakterilerinin de ¢oklu ilaca direngli nozokomiyal patojenler

olduklar1 bildirilmistir (van Schaik, 2015).

Insan bagirsak mikrobiyomu toplu olarak “bagirsak direnci (gut resistome)”
olarak adlandirilan ¢ok sayida ve gesitli antibiyotik diren¢ genini barindirmaktadir.
Metagenomik c¢aligmalar, insan bagirsaginda antibiyotik direng¢ genlerinin ana
rezervuarini anaerobik bagirsak kommensallerinin olusturdugunu gdstermistir.

Kommensal bakterilerdeki antibiyotik diren¢ genleri yatay gen transferi araciligiyla

51



patojenik tiirlere aktarilabilmektedir (van Schaik, 2015). Karami ve ark. (2007)
dogumdan 12. aya kadar takip ettikleri bir bebekten diizenli araliklarla aldiklar1 diski
orneklerinde, E. coli suslarinin miktarlarin1 ve direng profillerini saptamiglardir.
Bebegin yasaminin ilk ayinda, mikrobiyotasinda es zamanli olarak 29A ve 29B olarak
adlandirilan iki E. coli susu tasidigi tespit edilmistir. 29A susunun tiim izolatlari
ampisiline direngliyken, baslangicta ampisiline duyarli olan 29B susunun, bebegin
idrar yolu enfeksiyonu nedeniyle ampisilin ile tedavisini takiben diren¢ kazandig
gorilmistiir. 29A susunda bulunan ve beta-laktamaz geni tasiyan bir plazmidin,
baslangigta ampisiline duyarli olan 29B susuna aktarilmasiyla 29B susunun ampisiline
kars1 direng kazandig1 6ne siiriilmiistiir. Burada arastirmacilar antibiyotiklerin yalnizca
direncli bakterileri se¢mekle kalmayip ayni1 zamanda artan direngli hiicre havuzundan
transfer olaylarinin sayisini da artirabilecegini gostermistir. Bagka bir ¢alismada,
klaritromisin ile kisa siireli antibiyotik tedavisinden 1 yil sonra hastalarin digki
orneklerinde makrolid direng geni erm(B) diizeylerinde 1.000 katin tizerinde bir artisin
oldugu ve hatta tedaviden dort y1l sonra da digski 6rneklerinde erm(B)'nin yiiksek
seviyelerde bulundugu gozlenmistir (Jakobsson ve ark., 2010). Dolayisiyla
antibiyotiklerin bagirsak mikrobiyotas1 antibiyotik direnci iizerindeki etkisi ¢arpici bir
sekilde fazla olabilmekte ve uzun siire devam edebilmektedir (Jakobsson ve ark.,

2010).

Diinya Saghik Orgiiti 2017 yilinda, artan antibiyotik direnci nedeniyle
bakteriyel enfeksiyonlarin yonetilmesinde farkli stratejilere acil ihtiya¢ oldugunu
gosteren bir rapor yaymlamistir (Talebi Bezmin Abadi ve ark., 2019). Ancak yeni anti-
enfektiflerin gelistirilmesi ila¢ endiistrisi i¢in ¢ekiciligini yitirmistir. Bunun temel
nedeni, bu ilaglarin gelistirme siiresinin gegerlilik siiresinden ¢ok daha uzun olmasidir,
c¢linkii antibiyotiklere direngli suslar, herhangi yeni bir antibiyotigin klinik olarak
kullanilmasi i¢in onay aldiktan kisa bir siire sonra izole edilebilmektedir (Mourenza
ve ark., 2020). Antibiyotik kullaniminin diger bir sakincas1 daha 6nce de belirtildigi
tizere konvensiyonel olarak kullanilan antibiyotiklerin genellikle hem kommensal hem
de patojen mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etki gdstermesidir. Bu
baglamda antibiyotiklere alternatif olarak, bakteri iizerinde bakteriyostatik veya

bakterisidal etki gostererek secici baskiya neden olmayan veya bu etkiyi birkac farkl
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bakteriyel molekiilii hedef alarak gerceklestiren dolayisiyla direng gelisimine firsat
vermeyen ve sadece patojen bakteriler iizerinde antimikrobiyal etki gdsteren yeni
stratejiler arastirilmaktadir. Son yillarda giderek artan sayida yapilan bu aragtirmalar
sonucunda fitokimyasallarin s6z konusu alanda énemli bir potansiyele sahip oldugu

gorilmiistir.

2.4. Fitokimyasallar

Bitkiler tarafindan tiretilen bilesikler birincil ve ikincil metabolitler olarak
kategorize edilmektedir (Jan ve ark., 2021). Birincil metabolitler bitkilerde fotosentez,
solunum, depolama, hiicre boliinmesi, biiyiime ve gelisme gibi hayati 6neme sahip
stireclerin siirdiiriilmesinde gorev almakta ve biiyiik miktarlarda iiretilmektedir (Anjali
ve ark., 2023; Bhatla ve Lal, 2018). Onemli birincil metabolitlerden bazilari
karbonhidratlar, amino asitler, proteinler, lipitler ve hormonlardir (Anjali ve ark.,
2023). “Fitokimyasallar” olarak da adlandirilan “bitki sekonder metabolitleri” ise
temel bitki yasam siire¢lerinin devaminda 6nemli bir rol oynamayan eser miktarlarda
tiretilmekte ancak bitkilerin olumsuz kosullara adapte olabilmesine biiyiik katki
saglamaktadir (Anjali ve ark., 2023; Bhatla ve Lal, 2018). Bitkiler sabittir dolayisiyla
patojenik mikroorganizmalar, ot¢ul hayvanlar, bocek zararlilari, parazit bitkiler ve
yabani otlar gibi biyotik stres faktorlerinden ve olumsuz sicaklik degisimleri, asiri
radyasyon, mineral eksikligi, hipoksi/anoksi, tuzluluk, kuraklik ve agir metal
toksisitesi gibi abiyotik stres faktdrlerinden kagamazlar. Bununla birlikte bitkiler bu
tehlikelere karsi cesitli  hiicresel, molekiiler ve biyokimyasal savunma
mekanizmalariyla donatilmistir (Anjali ve ark., 2023). Stres faktorleri bitkilerin
reseptorleri ve sensorleri tarafindan algilandiginda bitki bu stresorlerden korunmak
icin savunma tepkilerini etkinlestirmektedir. Ikincil metabolit {iretiminin arttirilmasi
(¢cogu durumda) veya yeni fitokimyasallar {iretilmesi bu savunma tepkilerinden biridir
(Yeshi ve ark., 2022). Stres durumuna bagl olarak farkli fitokimyasallar bitkinin
yaprak, meyve, kabuk, goévde, kok, tohum, c¢icek gibi kisimlarinda farkh
konsantrasyonlarda biriktirilmektedir (Bhatla ve Lal, 2018; Jan ve ark., 2021). Ornegin
David Rhoades 1977'de kreozot ¢alis1 (Larrea spp.) yaprak reginesinin ¢esitli savunma
fonksiyonlarin1 kesfetmistir. Rhoades yiiksek diizeyde nordihidroguaiaretik asit

(lignan-fitokimyasal) igeren re¢inenin, ultraviyole radyasyonu emdigini, seliiloz
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zarlarindan buharlasan su kaybini azalttigin1 ve proteinlerle kompleksler olusturma
yetenegine sahip oldugunu, boylece muhtemelen bitki materyallerinin otgullar igin
sindirilebilirligini azalttigim1 tespit etmistir (Rhoades, 1977). Fitokimyasallar bitki
savunma mekanizmalarindaki rollerinin yani1 sira bulunduklar1 organa renk, koku veya
tat verebilmekte ve boylece tozlastiricilar i¢in cezbedici gorevi yaparak meyve ve
tohumlarin yayilmasini kolaylastirmaktadir. Ayrica bazi fitokimyasallar bitki-bitki
rekabetinde ve kok nodiillerindeki bitki-mikrop simbiyozunda sinyal molekiilleri
olarak gorev yapabilmektedir (Bhatla ve Lal, 2018). Fitokimyasallar alkaloidler,
flavonoidler, antosiyaninler, lignanlar, kinonlar, peptidler, fenolikler, terpenoidler ve
aminler gibi ¢esitli bilesik gruplarindan olusmaktadir ve bugiine kadar 200.000°den
fazla fitokimyasal tanimlanmistir (Yeshi ve ark., 2022).

Antik caglardan beri insanlar ¢esitli bitki ve tiirevlerini, bulasici hastaliklarin
tedavisi de dahil olmak iizere gesitli tibbi amaglarla kullanmislardir. Ornegin kinakina
agacinin kabugundan elde edilen bir alkaloid olan kinin yalnizca sitmayi tedavi etmek
icin degil ayn1 zamanda zatlirre, tifo ve hatta siradan nazofaringeal enfeksiyonlar gibi
diger bulasic1 hastaliklar1 tedavi etmek i¢in de ¢cok yaygin olarak kullanilmistir. Eski
Cin veya Hint tibbinda ¢ok amagcli bir ila¢ olarak kullanilan targin diger bir 6rnektir.
Tarcinin ana biyoaktif ajani olan sinnamaldehitin etkili bir antimikrobiyal ajan oldugu
kanitlanmistir (Gorlenko ve ark., 2020). Giiniimiizde kullanilan bir¢ok farmasotik
ilacin omurgasi da fitokimyasallar tarafindan olusturulmustur. Ustelik mevcut ilaglarin
%25'ten fazlasi fitokimyasallara aittir. Hashastan (Papaver somniferum) izole edilen
morfin, adi yiiksiik otundan (Digitalis purpurea) izole edilen dijitoksin, yaygin
porsuktan (Taxus baccata) izole edilen taksol, peygamber siipilirgesinden (Artemisia
annua) izole edilen artemisinin, pervane ciceginden (Catharanthus roseus) izole
edilen vinblastin ve vinkristin ile ilk olarak kegi sakalindan (Filipendula ulmaria)
salisilik asit olarak izole edilen aspirin fitokimyasallardan tiiretilen ilaglardan
bazilaridir (Yeshi ve ark., 2022). Fitokimyasallar ayrica biyopestisitler, tarim
kimyasallar1, gida katki maddeleri ve giizel koku olarak kullanilabilmektedir (Anjali
ve ark., 2023).
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2.4.1. Fitokimyasallarin Siniflandirilmasi

Fitokimyasallarin evrensel olarak kabul edilmis bir smiflandirmasi
bulunmamaktadir (Bhatla ve Lal, 2018). Bu nedenle bu kisimda yer verilen farkli
fitokimyasal bilesik gruplari, Martinez ve ark. (2017) ile Yeshi ve ark. (2022)

tarafindan yapilan siniflandirmalardan yararlanilarak kategorize edilmistir (Sekil 2.4).

ETERIK YAGLAR FLAVONOIDLER
KAROTENOIDLER TANENLER
FITOKIMYASALLAR FENOLIK BILESIKLER STILBENLER
ALKALOIDLER FENOLIK ASITLER
SAPONINLER LIGNANLAR

Sekil 2.4. Fitokimyasal bilesik gruplarinin siniflandirilmasi

2.4.1.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerde aromatik aminoasit metabolizmasi sirasinda
sentezlenen ikincil metabolitlerdir. Bu bilesiklerin simdiye kadar yaklasik 200.000
tanesi izole edilmistir. Mevcutta izole edilebilmis fenolik bilesiklerin orani, tiim
aromatik bilesiklerle kiyaslandiginda %10 kadardir ve arastirilip kesfedilmeyi
bekleyen ylizlerce fenolik bilesik bulunmaktadir. Bu bilesikler, farkli seviyelerde

bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunmaktadir ve bitkilerin tat, koku ve renk gibi
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Ozelliklerine katkida bulunduklart gibi antimikrobiyal ve antioksidan etki
gosterebilmekte ve farkli enzimlerin inhibisyonlarina neden olabilmektedir (Demir ve
Akpinar, 2020). Fenolik bilesikler flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler, tanenler ve

lignanlar olmak tizere 5 farkli sinifta incelenebilmektedir (Martinez ve ark., 2017).

2.4.1.1.1. Flavonoidler

Fenolik bilesiklerin dnemli bir grubunu temsil eden flavonoidler, bitkisel
florada oransal olarak genis bir yayilim gostermektedirler. Dogada 4.000’den fazla
flavonoid tanimlanmistir. Flavonoidler domates, maydanoz, kereviz, kirmizi ac1 biber,
sogan, elma, lahana, greyfurt, soya fasiilyesi, soya fistig1, siyah ¢ay ve kirmizi sarap
gibi yiyecek ve igeceklerde bulunabilmektedir (Demir ve Akpinar, 2020). Dogal
flavonoidlerin %90'indan fazlas1 bitkilerde O-glikozitler halinde bulunmaktadir.
Flavonoid glikozitlerin, diyetle alinan dozlarinin yalnizca %30'unun gastrointestinal
sistemden dolasim sistemine emilmesi nedeniyle biyoyararlanimlarinin zayif oldugu
disiiniilmektedir (Guo ve ark., 2021). Bununla birlikte flavonoidler 6nemli diizeyde

antioksidan aktiviteye ve selatlama 6zelligine sahiptir (Demir ve Akpinar, 2020).

2.4.1.1.2. Tanenler

Tanenler, 500-5.000 molekiiler agirlik birimi araliginda suda ¢6ziinen
polifenolik bilesiklerdir (Demirtas ve ark., 2018). Tanen iceren bitki ekstraktlari, eski
zamanlardan beri hayvan derilerini endiistriyel deriye doniistiirmek amaciyla yapilan
tabaklama isleminde kullanilmistir. Nitekim “tanen (ingilizce-tannin)” ismi
Almancada mese anlamina gelen “tanna” kelimesinden tiiremistir ve mese
agaclarindan elde edilen tanenlerin, hayvan derilerini tabaklama isleminde
kullanilmasimi ifade etmektedir. Proteinleri baglama ve denatiire etme yetenegine
sahip olan tanenler hayvan derisinin kolajenine (protein) baglanarak deriyi suya, 1stya
ve mikrobiyal saldirilara kars1 daha dayanikli hale getirmektedir. Tanenler genellikle
agac ve meyve kabuklarinda, iziim, hurma ve yaban mersini meyvelerinde, sorgum ve
misir otunda ve baklagillerde bulunmaktadir. Kabukta bulunan tanenler bakteriler ve
mantarlar tarafindan salgilanan, bitki hiicre duvarini parcalayan enzimleri ve diger

enzimleri pihtilagtirarak, bitkileri bakteri ve mantar saldirilarindan korumaktadir.
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Tanenler ayrica otcullarin gastrointestinal kanal proteinlerine spesifik olmayan bir
sekilde baglanarak gidada tiiketilen proteinlerin sindirilebilirligini azaltmaktadir
(Bhatla ve Lal, 2018). Tanenler insanlarin olgunlasmamis meyveleri tadarken
hissettigi buruk tattan da sorumludur ve miktarlar1 %5’in {izerinde oldugunda
bitkilerin besin degerini ve sindirilebilirligini dnemli 6l¢lide kisitlayarak bitkilerin
otcullar tarafindan tiiketilmesini engellemektedir (Bhatla ve Lal, 2018; Demirtas ve
ark., 2018). Ormnegin odunsu bitkilerdeki tomurcuk pullar;, tanenlerin depo
kesecikleridir ve tanenler burada otlayan hayvanlar tarafindan yenen yaprak dokusunu

korumaktadir (Bhatla ve Lal, 2018).

2.4.1.1.3. Stilbenler

Stilbenler, bitkilerde olduk¢a yaygin olan bir polifenol grubudur. Uziim, gilek
ve yer fistig1 basta olmak {izere 70'in ilizerinde bitki tiirtinde 400'den fazla dogal stilben
tespit edilmistir. (Urganci ve Isik, 2022). En bilinen stilben bilesigi resveratroldiir
(3,5,4’-trihidroksistilben). Resveratrol, bitkilerin govde ve kok gibi odunsu
organlarinin yapisal bir bilesigi olup, ayn1 zamanda yaprak ve meyvelerde
indiiksiyonla fitoaleksinler olarak {iiretilmekte ve 6z odundaki mantar istilalar1 gibi
patojenlere karsi diren¢ mekanizmasinda rol oynamaktadir (Bhatla ve Lal, 2018).
Kirmiz1 sarapta ve iiziimiin dis kabugunda fazla miktarda bulunan resveratrol LDL
(Low-density lipoprotein, diisiik yogunluklu lipoprotein) kolesterolii azaltmakta ve
kan damarlarmin hasar gérmesini 6nlemektedir (Bhatla ve Lal, 2018; Espin ve ark.,
2007). Arastirmalar, kirmizi1 sarap icen kisilerin kardiyovaskiiler hastalik riskinin daha

diisiik oldugunu gostermistir (Bhatla ve Lal, 2018).

2.4.1.1.4. Fenolik Asitler

Fenolik bilesiklerin yaklasik olarak tigte birini olusturan fenolik asitler,
bitkilerde serbest ve bagli formlarda bulunabilmektedir. Bu sekonder metabolit sinifi,
hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olmak iizere iki alt gruptan olugsmaktadir
(Demir ve Akpinar, 2020). Gallik, ellagik, protokatekuik, salisilik, siringik ve vanilik
asitler hidroksibenzoik asitlerin alt siniflaridir. Hidroksibenzoik asitler bogiirtlen,

kizilcik, greyfurt, tiztim, mango, nar, ahududu, ¢ilek ile bu meyvelerden yapilan meyve
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sularinda bol miktarda bulunmaktadir. Hidroksisinamik asitlerin alt siniflar1 arasinda
ise kafeik, kaftarik, (neo)klorojenik, sinnamik, kumarik ve ferulik asitler ile kurkumin
yer almakta ve diyet kaynaklar1 arasinda elma, yaban mersini, tahil taneleri ve kepek,
kiraz, tar¢in (sinnamik asit), kahve, zencefil, iiziim, marul, zeytin, portakal, armut,
ananas, erik, patates, kuru erik, 1spanak, ¢ilek, aycicegi ¢ekirdegi, mercankosk, kekik,

biberiye, adagayi, kekik ve zerdegal bulunmaktadir (Martinez ve ark., 2017).

2.4.1.1.5. Lignanlar

Iki fenilpropan biriminin oksidatif dimerizasyonu ile olusan lignanlar
genellikle polifenoller olarak smiflandirilmakla birlikte steroid benzeri kimyasal
yapilarindan dolay1 dogal fitodstrojenler olarak da tanimlanmiglardir (Demir ve
Akpinar, 2020; Dingeo ve ark., 2020). Lignanlarin menopoz semptomlarini ve kalp
hastalig1, osteoporoz ve meme kanseri riskini azalttig1 bildirilmistir. Bu bilesikler

keten tohumu ve susam gibi yagli tohumlarda bulunmaktadir (Dingeo ve ark., 2020).

2.4.1.2. Karotenoidler

Karotenoidler genellikle bitkilere kirmizi, turuncu ve sari rengi saglayan
tetraterpenoid bitki pigmentleridir. En bol bulunan diyet karotenoidleri arasinda o- ve
B-karoten, B-kriptoksantin, lutein ve likopen bulunmaktadir. Ozellikle provitamin A
karotenoidleri olarak adlandirilan bazi karotenoidler, emilimlerini takiben A vitamini
olusturma yetenegine sahiptir (Dingeo ve ark., 2020). Karotenoidler domates, havug,
1spanak, karnabahar, frenk sogani, beyaz ve kirmizi turp, iizim, kivi, ananas, patlican,
kereviz, hindiba, giineyik ile rezene kok ve yapraklarinda yogun olarak bulunmaktadir
(Evcimen ve Aslan, 2015). Karotenoidlerin diyetle alim miktarlari, tipik olarak 2-20
mg/glin miktarinda alinan polifenollere kiyasla ¢cok daha diisiik olmasina ragmen,
yaklasik 0,5-2 uM konsantrasyonlar1 ile kan plazmasinda en bol bulunan lipit
fitokimyasallaridir. Karotenoidlerin hem diyetle alimlari hem de dolasimdaki plazma
konsantrasyonlari, hastalik goriilme sikliginin ve hatta toplam o6liim oraninin

azalmasiyla iligkilendirilmistir (Dingeo ve ark., 2020).
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2.4.1.3. Alkaloidler

Alkaloidlerin insanlar tarafindan kullanrmi MO 1200 yillarina kadar
uzanmakta ve kokeni o donemde soday1 izole etmek i¢in kullanilan “al-qali” olarak
bilinen Arap bitkisinin adindan gelmektedir. Alkaloid terimi gergekte ise “alkali
benzeri” anlamina gelmektedir. Adindan da anlasilacag: gibi alkaloidlerin ¢ogu alkali
niteliktedir, ancak bazi notr alkaloidler de rapor edilmistir. Genellikle renksiz ve aci
tatta olan alkaloidlerin hepsinin yapisinda en az bir azot-nitrojen atomu bulunmaktadir
(Bhatla ve Lal, 2018). Alkaloidler mantarlar, bakteriler ve hayvanlar dahil olmak {izere
cok sayida organizma tarafindan sentezlenebilmekle birlikte esas olarak bitkilerde
bulunmaktadir (Bhatla ve Lal, 2018; Dingeo ve ark., 2020). Bitkilerden izole edilen
ilk alkaloid, hashastan elde edilen morfindir. lyi bilinen alkaloidlerden bazilar1 afyon
bitkisinden elde edilen afyon, kenevirden elde edilen kannabidiol, tiitiinden elde edilen
nikotin, koka bitkisinden elde edilen kokain, giizelavrat otundan elde edilen atropin,
kahve bitkisinden elde edilen kafein, kinakinadan elde edilen kinin ve pervane ¢icegi
bitkisinden (Catharanthus roseus) elde edilen vinblastin ile vinkristindir. Morfin
sakinlestirici ve agr1 kesici ozelliklere sahiptir. Oksiiriik ilaglarinin bir bilesenidir.
Ishal ile kusmay1 gidermeye yardimci olmakta ve kan basincini diisiirmektedir (Bhatla
ve Lal, 2018). Vinblastin ve vinkristinin ise meme kanseri, karaciger kanseri,
yumurtalik kanseri, bag ve boyun kanseri, testis kanseri ve malign melanin tizerinde
giiclii bir inhibitor etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2018). Cok
biiyiik tibbi 6zelliklere sahip olmalarma ragmen, biiyiik miktarlarda alindiklarinda
neredeyse tlim alkaloidler insanlar ig¢in toksiktir. Birgok alkaloidin otgullara ve
boceklere karsi kimyasal savunma gorevi gordiigiine inanilmaktadir. Bitkiler bunlar
antibiyotik olarak, otgullar1 caydiric1 olarak ve biyotik strese karsi onlem olarak
kullanabilmektedir. Nitekim alkaloid bakimindan zengin bitkilerin tiiketilmesi her y1l

cok sayida hayvan oliimiine neden olmaktadir (Bhatla ve Lal, 2018).

2.4.1.4. Eterik Yaglar

Eterik yaglar, cesitli bitki tiirlerinin yaprak, cicek, kabuk, tohum ve
koklerinden buhar distilasyonu veya solvent ekstraksiyon yontemleri ile elde

edilebilen ugucu esanslardir. Karvakrol, timol, jenol, anetol, geraniol, kapsaisin ve
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limonen gibi eterik yaglar antimikrobiyal aktivite goOstererek  bitkiyi
mikroorganizmalara karsi korumaktadir. Fitokimyasallarin bu tlirli kimyasal
yapilarina gore terpenoidler ve fenilpropanoidler olarak iki gruba ayrilmaktadir ve
dereotu tohumlari, kekik (Origanum spp.), sarimsak, karanfil, nane, okaliptiis,
biberiye, targin ve vanilin gibi c¢esitli bitkilerden ve bitkisel {iriinlerden elde

edilebilmektedir (Demirtas ve ark., 2018).
2.4.1.5. Saponinler

"Saponin" kelimesi Yunanca'da "sabun" anlamina gelmektedir ve eski ¢aglarda
saponin i¢eren bitkilerin temizlik i¢in kullanildig1 bilinmektedir. Saponinler bitkileri
bakteri ve mantar hastaliklarina karsi korumaktadir. Yonca, sarmasik (Hedera helix)
ve soya fasulyesi saponin agisindan zengin bitkilerin baslica drnekleridir. Ayrica yuka
(Yucca schidigera), sabun kabugu agaci (Quillaja saponaria) ve sabun cevizi
(Sapindus mukorossi) saponinlerin en yaygin kaynaklaridir (Bhatla ve Lal, 2018;
Demirtas ve ark., 2018). Quillaja saponaria kabugundan elde edilen saponinler,
sampuanlara, deterjanlara, dis macunlarina ve igeceklere emiilgatér olarak

eklenmektedir (Bhatla ve Lal, 2018).

2.4.2. Diyet Fitokimyasallarimin Insan Viicudundaki Metabolizma Siireci ve

Biyoyararlanimlari

Fitokimyasallarin insan viicudundaki metabolizma siireci bu bdoliimde
genellikle polifenoller lizerinden anlatilmistir. Polifenoller yutuldugunda insan viicudu
tarafindan ksenobiyotik olarak taninmaktadir ve bu nedenle biyoyararlanimlar1 mikro
ve makro besinlerle karsilastirildiginda nispeten distiktiir. Ayrica, bu bilesiklerin
yapisal karmasiklik ve polimerizasyon dereceleri ince bagirsakta emilimlerini
etkilemektedir. Monomerik ve dimerik yapidakiler gibi diisiik molekiiler agirlikli
polifenoller ince bagirsakta kolayca emilebilirken 40.000 daltona yakin molekiiler
agirlik degerlerine ulasabilen yogunlastirilmis veya hidrolize edilebilir tanenler gibi
oligomerik ve polimerik polifenoller kolona neredeyse hi¢ degismeden ulagmaktadir.
Diyetle alinan polifenollerin kiigiik bir yiizdesi (%5-10), esas olarak monomerik ve

dimerik yapiya sahip olanlar, deglikosilasyon gibi dekonjugasyon reaksiyonlarindan
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sonra ince bagirsakta dogrudan emilebilmektedir. Bu daha az karmasik yapidaki
polifenolik bilesikler ince bagirsakta emildikten sonra, enterositlerde ve daha sonra
hepatositlerde Faz 1 (oksidasyon, indirgeme ve hidroliz) ve Faz II (konjugasyon)
biyotransformasyonlari araciligiyla metil, glukuronid ve siilfat tiirevleri gibi bir dizi
aktif suda ¢oziinilir konjugat metabolitine doniistiiriilmektedir (Cardona ve ark., 2013).
Bu aktif metabolitler sistemik dolasima salindiktan sonra 6nemli fizyolojik roller
oynayabilecekleri hedef doku ve hiicrelere iletilmektedir. Viicut icin fazla olan ve

kullanilmayan metabolitler ise idrarla atilmaktadir (Santhiravel ve ark., 2022).

Toplam polifenol alimimin %90-95’ini olusturan ve emilemeyen polifenoller
ise kalin bagirsaga gecmektedir (Cardona ve ark., 2013). Kalin bagirsakta kolonik
bakterilerin bu bilesiklerin polifenolik omurgasi {lizerinde enzimatik reaksiyonlar
gerceklestirdigi ve farkli fizyolojik islevlere sahip bircok metabolit iirettigi
bilinmektedir (Bowey ve ark., 2003). Ciinkii bagirsak mikroorganizmalari
fitokimyasallarin pargalanmas1 ve biyotransformasyonu i¢in Ozellesmis c¢esitli
enzimlerle donatilmistir. Ornegin, bakteriyel enzimler olan a,L-ramnosidaz ve B,D-
glukosidaz, antosiyaninlerin (flavonoid) deglikozilasyonunu katalize etmektedir.
Bacillus subtilis (168 susu), sirastyla kuersetin ve katesinlerin C-halkas1 boliinmesini
katalize eden kuersetin 2,3-dioksijenaz ve diger dioksijenaz enzimlerini icermektedir.
Benzer sekilde, Eggerthella spp. (YY 7918 susu), Adlercreutzia equolifaciens (DSM
19450 susu) ve Lactococcus garvieae’da (20-92 susu) bulunan daidzein rediiktaz
enzimi, izoflavon daidzeini equole indirgemektedir (Dey, 2019). Olthof ve ark. (2003)
kolonlar1 saglam olan saglikli yirmi insanin idrarinda, klorojenik asit (kahvedeki ana
fenol) ve kersetin-3-rutinosid (¢aydaki ana flavonol) tiiketiminden sonra ~60
potansiyel fenolik asit metaboliti tanimlamistir. Buna karsilik, kolonu olmayan yedi
insanin idrarinda, klorojenik asit ve kuersetin-3-rutinosid tiiketiminden sonra yalnizca
eser miktarda fenolik asit metaboliti tespit edilmistir. Bu, kolonik mikrofloranin ilgili
diyet fenollerinin ¢ogunu, daha sonra dolasima ulasan metabolitlere doniistiirdiigii
anlamma gelmektedir. Bu ¢alisma fenolik bilesiklerin matabolize edilmesinde ve

emiliminde kolonik mikroorganizmalarin 6neminin biiyiikliigiine dikkat cekmektedir.

Fitokimyasallarin mikrobiyal bozunmasi biyoyararliliklarin1 etkilemektedir

(Dey, 2019). Ornegin, ellagik asit ve ellagitanninler, antikanser ve anti-diyabetik
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potansiyeller dahil olmak iizere ¢esitli biyoaktivitelere sahiptir ve kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklart Onleyebilmektedir. Ancak bagirsaktan emilimleri ve
biyoyararlanimlar diisiiktiir. Bagirsakta ellagik asit ve ellagitanninler mikrobiyota
tarafindan parcalanarak iirolitinler olusturulmaktadir. Urolitinlerin biyoyararlanimi
ana bilesiklere gore daha yiiksektir ve dolayisiyla ellagik asit ve ellagitanninlerin
biyoaktivitelerine muhtemelen iirolitin ara maddeleri aracilik etmektedir (Espin ve
ark., 2013). Bu varsayim, irolitinlerin ana bilesiklerine goére daha yiiksek
antiinflamatuar, antioksidan ve anti-proliferatif potansiyellere sahip olduguna dair
kanitlarla desteklenmektedir. Bu duruma verilebilecek diger ilging 6rnek berberin
alkaloididir. Berberinin suda ¢ozliniirliigl zayiftir ve bagirsak enterositleri tarafindan
kolayca emilmemektedir. Enterobacter cloacae ve E. faecalis gibi bagirsak bakterileri,
berberini, berberinden 5 kat daha fazla suda ¢Oziiniir olan dihidroberberine
indirgemektedir. Dihidroberberin bagirsakta emildikten sonra tekrar berberine
oksitlenerek kan dolagimina girmektedir (Dey, 2019). Farelerin antibiyotiklerle tedavi
edilmesi nedeniyle bagirsak bakterilerinin azalmasi sonucunda berberinin
dihidroberberine doniisiimiiniin, kan berberin seviyesinin ve berberinin lipit ve glikoz
diisiiriicti etkinliginin azaldig1 gézlenmistir (Feng ve ark., 2015). Bu 6rnekler bagirsak
mikrobiyotasinin, gida ile alman fitokimyasallarin biyolojik etki seviyelerini
diizenlemede ¢ok dnemli bir isleve sahip oldugunu gostermektedir. Fitokimyasallar ve
bagirsak mikrobiyotas:1 arasinda c¢ift yonli bir etkilesim vardir. Fitokimyasallar
bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini ve organizasyonunu degistirebilme kabiliyetine
sahipken  bagirsak  mikrobiyotas1  fitokimyasallarin  yikimimi  saglayarak

biyoyararlanimlarini arttirmaktadir (Kubasova ve ark., 2021).

2.4.3. Fitokimyasallarin Bagirsak Bakterileri Uzerine Antimikrobiyal Etkileri

Cesitli fitokimyasallarin patojen bagirsak bakterileri izerindeki antibakteriyel-
baskilayici etkisi daha dnce rapor edilmistir (Ahn ve ark., 1998; Jeong ve ark., 2009a;
Yan ve ark., 2018). Ornegin siyah goji meyvesinden (Lycium ruthenicum Murray) elde
edilen antosiyaninlerin simiile edilmis tiikiiriik, mide ve ince bagirsak sivilarinda
sindirilmedigi gdzlenmistir. Bununla birlikte antosiyaninler in vitro fermantasyon
altinda, bagirsak mikrobiyotasiyla etkilesime girerek, patojen Clostridium,

Prevotella, Dialister ~ ve  Megamonas  bakterilerinin  miktarin1  azaltirken
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Bifidobacterium ve Allisonella miktar1 ile KZYA iiretimini arttirmistir (Yan ve ark.,

2018).

Ayrica fitokimyasallarin, bulasici  bagirsak hastaliklari  olan deney
hayvanlarinda antimikrobiyal aktivite sergiledigi ve hastalilk semptomlarini
iyilestirdigi gosterilmistir. Mooyottu ve ark. (2017) tarafindan farelerle yapilan
calismada diyete %0,05 ve %0,1 oraninda eklenen karvakrol takviyesinin,
antibiyotikle iliskili bagirsak disbiyozu ve C. difficile enfeksiyonu lizerindeki etkileri
arastirilmistir. Karvakrol takviyesi farelerde ishal insidansini 6nemli dlgiide azaltmis
ve klinik ve ishal skorlarmi iyilestirmistir. Karvakrol fare bagirsaginda
Enterobacteriaceae gibi patojenik Proteobacteria’larin ve Verrucobacteria gibi diger
bakteri popiilasyonlarinin bollugundaki antibiyotik kaynakli artiglar1 ¢arpict bir
sekilde azaltmistir. Ek olarak karvakrol takviyesinin bakteri ¢esitliligini azaltmadigi
ve Lactobacillaceaec ve Lachnospiraceae gibi faydali bakteri popiilasyonlarinin

bollugunu 6nemli 6l¢iide arttirdig1 gozlenmistir.

Antimikrobiyal aktiviteye sahip fitokimyasallarin bagirsak disbiyozunun
aracilik etme potansiyelinin oldugu kolon kanseri, kolit, diyabet, obezite ve depresyon
gibi patolojiler lizerinde de terapdtik etkiler gosterebildigi hayvanlar iizerinde yapilan
in vivo denemelerde rapor edilmistir. Ornegin Wu ve ark. (2016), yaptiklar1 calismada
meyan kokiinden ekstrakte edilen bir flavonoid olan isoliquiritigeninin, kolit ile 1ligkili
kolorektal kanser gelisimi ve bagirsak mikrobiyotas1 iizerindeki etkilerini,
azoksimetan ve dekstran siilfat sodyum kaynakli kolerektal kanserli fare modeli
kullanarak degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda histopatolojik analizlere
dayanarak isoliquiritigeninin tiimor insidansini azalttig1 belirtilmistir. Ayrica kontrol
grubuna kiyasla kolerektal kanser gelisimi sirasinda Bacteroidetes seviyelerinin
diistiigli ve Firmicutes seviyelerinin arttig1 gézlemlenmis ve 150 mg/kg dozundaki
isoliquiritigenin miidahalesi filum diizeyindeki bu degisiklikleri tersine cevirmistir. Ek
olarak isoliquiritigenin Escherichia ve Enterococcus patojenlerinin miktarini azaltmis
ve biitirat treten Butyricicoccus, Clostridium ve Ruminococcus bakterilerinin
miktarini arttirmistir. Zhou ve ark., (2023) tarafindan yapilan ¢alismada ise dekstran
siilfat sodyum tuzu ile indiiklenmis kolit fare modeli kullanilarak, kekik polifenollerin

ilseratif kolit ve bagirsak mikrobiyota bilesimi iizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
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Kolit gelistiren farelerin kekik polifenolleri ile tedavi edilmesi, enflamatuar siirecle
iliskili olan Escherichia, Shigella, Muribaculum ve Clostridium sensu stricto 1 zararl
bakterileri 6nemli Ol¢iide azaltmis ve KZY A iireten Blautia, Bacteroides, Romboutsia
ve Faecalibaculum bakterilerinin miktarim arttirmistir. Ayrica, 1 kg viicut agirhig
basina 200 ve 400 mg dozlarinda uygulanan kekik polifenollerinin, siki baglanti
proteini ekspresyonunu etkili bir sekilde yukar1 yonde regiile ettigi ve bagirsak epitel
hiicre biitiinliigiini arttirdigt gozlemlenmistir. Ougan'dan (Citrus reticulata cv.
Suavissima) elde edilen polimetoksiflavonla zenginlestirilmis fraksiyonun (OG-PMF)
anti-diyabetik etkilerinin arastirildig1 ¢alismada 5 haftalik OG-PMF uygulamasinin
diyabetik farelerde, metabolik hastalikla iligkilendirilen
Desulfovibrio, Lachnoclostridium, Enterorhabdus ve Ralstonia cinslerinin
biiylimesini inhibe ettigi ve diyabet semptomlarina karsi giiclii koruyucu etkiler
sergiledigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2023). Diger bir calismada Wang ve ark.
(2023), zencefilin ana biyoaktif bilesigi olan 6-gingeroliin, streptozotosin (STZ) ve
yikksek yagli diyetle (YYD) indiiklenen prediyabetli farelerde serum glikoz
regiilasyonuna etkisini ve bu etkinin altinda yatan mekanizmay1 arastirmistir. 6-
gingerol takviyesinin, lipopolisakkaritler gibi endotoksinlerin {iretimi yoluyla bagirsak
iltthabina neden olan Desulfovibrionaceae popiilasyonunun STZ/YYD kaynakh
zenginlesmesini geriye cevirdigi gozlemlenmistir. Ayrica 6-gingerol takviyesi ile
KZYA fiireten Alistipes, Alloprevotella ve Ruminococcus_1 bakterilerinin miktari
artmis ve Firmicutes/Bacteroidetes orani azalmistir. Yapilan analizler 6-gingerol
miidahalesinin, azalmis aclik glikoz seviyeleri, hafiflemis insiilin direnci ve daha iyi
glikoz toleransi ile dnemli dlgiide iliskili oldugunu gostermistir. Yiiksek yagh diyetle
indiiklenen farelerin diyetlerine 12 hafta boyunca her giin 1 kg viicut agirlig1 basina
200 mg/kg dozda takviye edilen likopen, amarant ve sorgum kirmizisinin anti-obezite
etkilerinin arastirlldigi baska bir c¢alismada test edilen maddelerin bagirsak
mikrobiyotasinda Clostridium miktarint azalttigi ve bakteriyel cesitliligi arttirdigi
gozlemlenmistir. Ayrica likopen, amarant ve sorgum kirmizisinin farelerin viicut
agirliklarini sirasiyla %17.9, %23,5 ve %26,5 oranlarinda azalttig1 bildirilmistir (Wu
ve ark., 2019). Song ve ark. (2021) ise kronik ongoriilemeyen hafif stresi bulunan
farelerle bir depresyon modeli olusturmus ve farelere intragastrik yolla 28 giin

boyunca her giin 100 mg/kg dozda, Pueraria Lobelia'dan izole edilen bir izoflavon
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tiirevi olan puerarin tedavisi uygulamistir. Puerarin tedavisinin farelerin depresyon
benzeri davranislarini hafiflettigi bulunmustur. Digk:r 6rneklerinin analizi sonucunda,
kronik stresin patojenik Proteobacteria, Flexispira ve Desulfovibrio’nun miktarini
arttirdigi ve faydali Firmicutes, Bacillales ve Lactobacillus’un miktarii azalttigi
goriilmistiir. Puerarin tedavisi mikrofloradaki bu degisiklikleri tersine ¢evirmistir.
Arastirmacilar, puerarinin antidepresan etkisinin, bagirsak florasini yeniden

sekillendirmesiyle baglantili oldugunu belirtmistir.

2.4.3.1. Fitokimyasallarin Antimikrobiyal Fonksiyonlarinin Potansiyel Etki

Mekanizmalari

Fitokimyasallarin antimikrobiyal amaglar i¢in kullanilmasmin baglica
avantajlarindan biri, cok faktorlii kapasiteleri veya molekiiler karigikliklaridir.
Geleneksel antibiyotikler genellikle belirli bir bakteriyel molekiiler hedefe biiyiik bir
tesirle etki ederken, fitokimyasallar birka¢ farkli hedefe baglanabilmektedir ancak
genellikle antibiyotiklerden daha az afiniteye sahiptirler. Cok hedefli afinitenin,
bakterilerde olast diren¢ mekanizmalarinin  olusumunu  engelleyebilecegi
diisiiniilmektedir (Diaz-Puertas ve ark., 2023). Bununla birlikte bakterisidal veya
bakteriyostatik etki gosteren fitokimyasal bu etkiyi sadece bir hedef iizerinden
gerceklestiriyorsa bakterilerin bu fitokimyasala kars1 direng gelistirmesi miimkiindiir.
Boyle bir durum s6z konusu oldugunda, birden fazla fitokimyasal iceren ham bir
ekstraktin antimikrobiyal diren¢ olusturma olasiliginin izole edilmis aktif
fraksiyonlara gore daha diisiik olacagini da ifade etmek gerekmektedir (Gupta ve Birdi,
2017).

Fitokimyasallarin hedef aldig1 farkli bakteri molekiilleri arasinda hiicre duvari
ve hiicre zari bilesenleri ile ¢esitli konumlara ve islevlere sahip proteinler ve
dolayisiyla besin metabolizmasina ve hareketlilife miidahale etme yetenegi yer
almaktadir. Bu farmakolojik dogrudan aktivitelere ek olarak, bakterilerin viriilans
etkisinden sorumlu sistemlerin olusumunu inhibe eden ve/veya bu sistemleri bozan
fitokimyasallar ile diren¢ mekanizmalarini tersine g¢evirerek bakterileri geleneksel
antibiyotiklere daha duyarli hale getiren fitokimyasallar da rapor edilmistir (Diaz-

Puertas ve ark., 2023). Bu boliimde, fitokimyasallarin 6ne c¢ikan potansiyel etki
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mekanizmalari; hiicre duvari yapisinin bozulmasi ve bakteriyel fizyolojinin inhibe
edilmesi, biyofilm olusumunun inhibe edilmesi veya olgun biyofilm yapisinin

bozulmasi ve antibiyotik duyarliliginin modiilasyonu bagliklar1 altinda incelenecektir.

2.4.3.1.1. Hiicre Duvar1 Yapisinin Bozulmas:1 ve Bakteriyel Fizyolojinin inhibe

Edilmesi

Bazi fitokimyasallarin antibakteriyel aktivitesi, bakteri hiicre duvari iizerindeki
etkilerine atfedilmektedir. Fitokimyasallarin bakteri hiicre duvarlarina bagli membran
proteinleri ile etkilesimi membranin bozulmasina yol agmaktadir. Bakteriyel hiicre
zarinin bozulmasi, zar potansiyelinin kaybina, genislemis zar penetrasyonuna, hiicre
i¢i icerigin sizmasina ve ATP iiretiminin bozulmasina neden olmaktadir (AlSheikh ve
ark., 2020). Pseudomonas aeruginosa bakteri hiicrelerine hurma agacinin (Phoenix
dactylifera L.) flavonoid glikozitleri uygulandiktan sonra taramali elektron
mikroskobu ile yapilan inceleme, bakteri hiicrelerinin 30. dakikadan itibaren
bozulmaya basladigin1 ve 60. dakikada ¢ogu hiicrenin tamamen deforme oldugunu
gostermistir. Bu c¢alismada ayrica P. aeruginosa'min hiicre duvarinda gozenekler
olustugu goriilmiis ve flavonoid glikozitlerin hiicre duvar ile etkilesime girdigi ve
duvarin biitiinliigiinii bozdugu 6ne siiriilmiistiir (Selim ve ark., 2012). Alkaloidler de
cogunlukla hiicre duvarina ve bakterilerin DNA’sina etki ederek antimikrobiyal etki
gostermektedir (AlSheikh ve ark., 2020). Eterik yaglarin hidrofobik yapis1 bakterilerin
hiicre duvarina niifuz edebilmelerini saglamakta, bu da daha sonra hiicre duvarini
bozarak gecirgenligin artmasina ve hiicre igindeki K* ve H* gibi iyonlarin, DNA gibi
genetik materyallerin, ATP ve proteinlerin hiicre disina salinmasina neden olmaktadir
(Aljaafari ve ark., 2021; Chimnoi ve ark., 2018; Lopez-Romero ve ark., 2015).
Ornegin; Ocimum gratissimum' un taze yapraklarmin eterik yagi, gastroenterite neden
olabilen E. coli, S. Typhimurium, Staphylococcus aureus ve S. flexneri bakterilerinde
zar gecirgenligini arttirmis ve hiicresel materyaller ile hiicre i¢i proteinlerin salinimini
arttirarak bu bakteriler {izerinde 1-2 mg/ml minimal inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerinde antibakteriyel etki gostermistir (Chimnoi ve ark., 2018). Lopez-Romero
ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada ise sitronellol, sitronellal ve karveol eterik
yaglar1 E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gostermistir. Test

edilen eterik yaglar bakterilerin hidrofobikliklerini ve ylizey yiiklerini (elektrostatik
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potansiyel) degistirmis, hiicre i¢ine propidyum iyodiir alimini arttirmis ve membran
biitiinliiklerini bozmustur. Ayrica E. coli ve S. aureus bakteri hiicre zarlarinda hiicre
disia dogru K* sizintis1 oldugu tespit edilmistir. Diger bir ¢alismada B. cereus'un 2
mM konsantrasyondaki karvakrole maruz kalmasi sonucunda hiicre i¢i ATP havuzu
neredeyse tlikenerek sifira yakin degerlere inmistir. Aragtirmacilar bu durumun
karvakroliin B. cereus'un membranlartyla etkilesime girmesi sonucunda H* ve K* gibi
katyonlarin hiicre zarn gecgirgenligini degistirmesi nedeniyle olustugunu belirtmistir.
Iyon gradyanlarmim bozulmasi, zar potansiyelinin yok olmasina, temel hiicresel

stireclerin bozulmasina ve sonugta hiicre 6liimiine yol agmistir (Ultee ve ark., 1999).

Fitokimyasallar membrana bagli ATPaz aktivitesinde bozulmaya ve metal iyon
selasyonuna neden olarak bakteri fizyolojisini olumsuz yonde etkileyebilmektedir
(AlSheikh ve ark., 2020). Ojenol, karvakrol ve sinnamaldehitin E. coli ve Listeria
monocytogenes patojenlerinin membrana bagli ATPaz aktivitesini inhibe ettigi
gozlemlenmistir. S6z konusu c¢alismada kommensal bagirsak bakterilerinden
Lactobacillus sakei’nin E. coli ve L. monocytogenes patojenleriyle karsilastirildiginda
sinnamaldehite kars1t oldukg¢a direnc¢li oldugu bildirilmistir (Gill ve Holley, 2006).
Bakteri hiicrelerinde metal iyonlarmin polifenoller tarafindan selatlanmasi demir
yoksunluguna, metalloenzimlerin aktivitesinde azalmaya ve sitokromlar i¢in gerekli
olan hem {iretiminin inhibe edilmesi aracilifiyla oksidatif fosforilasyonun
engellenmesine neden olabilmektedir. Polifenollerin metallerle kararli kompleksler
olusturmas1 bakteri biiylimesinin inhibisyonuna neden olan asitlesmeyle de
sonuclanabilmektedir (Smith ve ark., 2005). Chung ve ark. (1998) giiclii bir demir
baglama kapasitesine sahip olan tannik asitin E. coli ATCC 25922 enterik patojeninin
biiylimesini inhibe ettigini gozlemlemistir. Tannik asidin neden oldugu cokelti
giderildikten sonra ortama demir ilave edilmis ve E. coli' nin gelisiminin eski haline
dondiigii tespit edilmistir. Ote yandan tannik asit kommensal bagirsak bakterilerden B.
longum ATCC 15697 ve Lactobacillus acidophilus ATCC 4356’nin biiyiimesini 500
pg/ml'ye kadar inhibe etmemistir. B. longum ve L. acidophilus'un biiylime i¢in demire
ihtiya¢ duymadigi bilinmektedir. Arastirmacilar bu bilgi ve gézlemlere dayanarak,
tannik asidin E. coli'nin biiylimesi lizerindeki inhibitor etkisinin, gii¢lii demir baglama

kapasitesinden kaynaklaniyor olabilecegini 6ne siirmiistiir.
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2.4.3.1.2. Biyofilm Olusumunun inhibe Edilmesi veya Olgun Biyofilm Yapisinin

Bozulmasi

Antibiyotiklerin  etkinligini  smirlayan  6nemli  etkenlerden  biri,
mikroorganizmalarda olusan antibiyotik direncidir. Genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 bagirsaklardaki patojen mikroorganizmalarda antibiyotik direncine neden
olmakta, bu ise antibiyotik kullaniminin toplum saglig1 lizerine olumsuz etkileri ile
ilgili giin gectikge artan kaygilarin olugsmasina neden olmaktadir (Khare ve ark., 2021).
Nitekim bilim diinyas1 antibiyotiklere direncli patojen mikroorganizmalar i¢in bir ¢are
bulamazsa 2050 yilindan sonra diinya genelinde bu mikroorganizmalarin olusturdugu
enfeksiyon ve diger patolojiler nedeniyle yilda yaklagik 10 milyon kiginin 6lmesi
beklenmektedir (Cruz-Lopez ve ark., 2020). Mevcut antibiyotik tedavileri istilac
bakterilerin 6lmesini ve viicuttan temizlenmesini hedefledigi i¢in bakteriler iizerinde
onlarin diren¢ mekanizmalari gelistirmeleri i¢in gii¢lii bir segici bask1 olusturmaktadir.
Bu baglamda diren¢ gelisimine neden olan segici baskiy1 en aza indirmek, bakteri
biiylimesini 6nleyici etkilerden kaginilmasi yoluyla miimkiin olacaktir. Antibiyotiklere
alternatif yeni stratejilerin bakteriyel biiylimeyi hedeflemek yerine, "antipatojenik"
veya "antiviriilans" tedaviler olarak kabul edilen patogenez ve viriilanstan sorumlu
hiicresel siirecleri hedeflemesi gerektigi diisiiniilmektedir (LaSarre ve Federle, 2013).
Biyofilm tabakasi olusumu da patojen bakterilerin, konak¢ida hastalik yapici etkisini
arttiran  hiicresel siireclerinden biridir. Ciinki planktonik yasam tarzi ile
karsilagtirildiginda biyofilm yapisindaki bakteriler fizyolojik ve fenotipik olarak
farklidir. Biyofilm igerisinde biiyliyen bakterilerin, olumsuz ¢evre sartlarina, yiizey
gerilimini degistiren ajanlara, konagin bagisiklik sistemine (opsonizasyon ve
fagositoza) ve antibiyotiklere karsi olduk¢a dayanikli olduklari tespit edilmistir
(Hanger Aydemir, 2018). Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin antimikrobiyal
ajanlara toleransinda, planktonik sekillerine gore 100-1.000 kat daha fazla artis oldugu
rapor edilmistir (Ceri ve ark., 1999). Bu nedenle, biyofilm olusturan bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisi oldukga gii¢c olmaktadir (Hanger Aydemir, 2018). Ote
yandan mikrobiyal enfeksiyonlarin yaklasik %65'inin bakteriyel biyofilmlerle iliskili
oldugu tahmin edilmektedir (Abdel-Aziz ve Aeron, 2014). Fitokimyasallar biyofilm

olusumunu, bakteriyostatik ve/veya bakterisidal etkiler, ylizeye bakteri yapismasinin
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bloke edilmesi veya c¢ogunluk algilamasi (quorum sensing; QS) sinyalinin
engellenmesi yoluyla engelleyebilmektedir (Sekil 2.5). Bakteriyostatik ve bakterisit
fitokimyasallar, biyofilm olusturabilen bakteri hiicrelerinin sayisini sinirlayarak
biyofilm inhibit6rleri olarak islev gorebilmektedir (Moura ve ark., 2017). Bununla
birlikte yapisma onleyici 6zellige ve/veya QS sinyalleri lizerinde inhibitor etkiye sahip
bilesiklerin, bakteri biiyiimesini hedef almamalari ve bakteriyel Olimii tesvik
etmemeleri nedeniyle antibiyotiklere alternatif yeni stratejiler olarak kullanilma
potansiyellerinin daha yiiksek oldugunu séylemek miimkiindiir (Rasko ve Sperandio,

2010).
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Sekil 2.5. Fitokimyasallarin bakteriyel biyofilmlerle miicadele stratejileri.
Fitokimyasallar, biyofilm olusturabilen canli hiicrelerin sayisin1  azaltan
bakteriyostatik ve bakterisit etkilerle biyofilm olusumunu engelleyebilmektedir (a).
Yiizeyleri kaplayarak bakteri yapismasini bloke edebilmektedir (b). Hiicreler arasi
iletisimden sorumlu olan c¢ogunluk algilamasi (quorum sensing; QS) sinyalleri
tizerinde engelleyici etkiler gosterebilmektedir (c). Olgun biyofilm matriksine niifuz
ederek par¢alanmasina neden olabilmektedir (d) (Moura ve ark., 2017).

Bazargani ve Rohloff (2016), tarafindan yapilan in vitro denemede, kisnis
(Coriandrum sativum L.), anason (Pimpinella anisum L.) ve naneden (Mentha x
piperita L.) elde edilen eterik yag ve solvent ekstraktlari, E. coli ve S. aureus tizerinde
bakteri hiicresi baglanmasinin inhibisyonu (yapisma oOnleyici etki) yoluyla
antibiyofilm aktivitesi gostermistir. Lee ve ark. (2011), tarafindan yapilan ¢alismada
ise brokoli ekstrakti ve brokoli kaynakli flavonoid bilesikler (kuersetin ve mirisetin)
E. coli O157:H7 patojen bakterisinde QS ile iligkili genlerin ekspresyonunu inhibe

etmis ve E. coli O157:H7'nin viriilans 6zelliklerini agsag1 yonde regiile etmistir.
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Fitokimyasallar olgun biyofilm yapisini, esas olarak ekstraseliiler
polisakkaritlerden ~ (EPS)  olusan  biyofilm  matriksine niifuz  ederek
pargalayabilmektedir (Sekil 2.5) (Flemming ve Wingender, 2010; Moura ve ark.,
2017). Lu ve ark. (2021a), yaptiklar1 denemede tar¢inin etanol ekstraktinin Vibrio
parahaemolyticus ve E. coli patojen bakterilerinin biyofilm olusumunu dnlemede ve
bu bakterilerin olgun biyofilmlerini yok etmede etkili oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica targinin etanol ekstraktt MIK degerinde uygulandiginda, V. parahaemolyticus
biyofilminde EPS olusumunu %78,57 oraninda inhibe etmis, 4xMIK degerinde
uygulandiginda ise olgun biyofilmdeki EPS'yi %61,28 oraninda ortadan kaldirmistir.

2.4.3.1.3. Antibiyotik Duyarhihiginin Modiilasyonu

Son arastirmalar antibiyotikler ve fitokimyasallarin bakteriyel enfeksiyon
tedavilerinde birlikte kullanilabilme potansiyelinin olduguna dikkat c¢ekmektedir.
Fitokimyasallarin buradaki iglevi, bakterilerin antibiyotiklerin etkileriyle miicadele
etmek icin kullandig1 stratejileri inhibe etmektir. Antibiyotige maruz kalan
bakterilerde antibakteriyal diren¢ olusumunun ana mekanizmasi disa atim
pompalarinin (efflux pump) ekspresyonunun arttirilmasidir (Sekil 2.6). Disa atim
pompalar1 bakterilerin plazma zarinda bulunan, enerjiye bagimh bir sekilde calisan
protein yapilaridir ve baslica islevleri toksik bilesiklerin sitoplazmaya girisini
engellemektir. Bu yapilar antibiyotige maruz kalan bakterilerde biiyiik miktarda
antibiyotigi hiicreden digartya dogru pompalayarak hiicreyi korumaya c¢aligmaktadir
(Aljaafari ve ark., 2021). Yapilan ¢aligmalarda bazi fitokimyasallarin disa atim
pompalari lizerinde inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 2.6). Dwivedi ve
ark. (2019) tarafindan yapilan calismada Ipomoea muricata'dan izole edilen
kanoklavin, tek basina kullanildiginda E. coli'nin ¢oklu ilaca direncli klinik izolatina
kars1 antibakteriyel aktivite gostermemistir. Tetrasiklin ile kombinasyon halinde
kullanilmas1 durumunda ise tetrasiklinin MIK degerini 16 kata kadar azaltabildigi
tespit edilmistir. Ayrica kanoklavinin, ATPaz'a bagimli gibi goriinen disa atim
pompalarini inhibe ettigi ve farkli disa atim pompasi genlerinin ekspresyonunu asagi
yonde regiile ettigi gozlemlenmistir. Mehta ve ark. (2016) tarafindan yapilan in vitro
calismada ise Allium sativum, Syzygium aromaticum, Berberis aristata, Rhus cotinus

ve Phyllanthus emblica bitkilerinin metanolik ekstraktlarinin siprofloksasin ve
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tetrasiklin antibiyotikleri ile birlikte kullaniminin, antibiyotiklerin S. Typhimurium
patojenine kars1 antimikrobiyal aktivitesini sinerjistik bir sekilde arttirdig
bildirilmistir. Antibiyotiklerin etkisini en fazla gliclendiren ekstraktin P. emblica
metanolik ekstrakti oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu ekstraktin S. Typhimurium
patojeninin AcrAB aracili diga atim pompalarini giiclii bir sekilde inhibe ettigi
bulunmustur. Diger bir ¢aligmada, 6jenol, B-resorkilik asit, trans-sinnamaldehit, timol
ve karvakrol eterik yaglarinin tek basmma veya kombinasyon halinde ¢oklu ilaca
direncli S. Typhimurium DT104’{in bes fakli antibiyotige kars1 duyarlilifini artirdig
gozlemlenmistir (Johny ve ark, 2010). S. Typhimurium DT104’in c¢alismada
kullanilan antibiyotiklerin bazilarina karst olusturdugu direncin AcrAB-TolC disa
atim pompalart aracilifiyla olustugu bildirilmistir (Baucheron ve ark., 2004). Bu
nedenle disa atim pompalarinin fitokimyasallar tarafindan modiilasyonunun patojenik
S. Typhimurium DT104 bakterisini antibiyotiklere karst duyarli hale getirdigi 6ne
stiriilmistiir (AlSheikh ve ark., 2020).
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Sekil 2.6. Fitokimyasallar ve antibiyotiklerin birlikte kullanilmas1 yoluyla patojenlerin
antibiyotik duyarliliginin modiilasyonu. Disa atim pompalar1 bakterilerin hiicre
zarinda bulunan ve enerjiye bagimh bir sekilde calisan protein yapilaridir ve baslica
islevleri toksik bilesiklerin sitoplazmaya girisini engellemektir (A). Antibiyotige
maruz kalan patojenler disa atim pompalarinin ekspresyonunu arttirmakta ve bu
yapilar biiylik miktarda antibiyotigi hiicreden disariya dogru pompalayarak hiicreyi
korumaya caligmaktadir (B). Bazi fitokimyasallar disa atim pompalar1 iizerinde
inhibitor etki gostermektedir (C).
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Biyofilm yapisindaki bakterilerin antibiyotik direncinin, planktonik
sekildekilere kiyasla 100-1.000 kat daha fazla oldugu bilinmektedir (Ceri ve ark.,
1999). Bu baglamda biyofilm olusumunu inhibe edebilen ve/veya olgun biyofilm
yapisin1  parcalayabilen fitokimyasallarin antibiyotiklerle birlikte kullanilmasi,
bakterilerin  antibiyotiklere karsi daha duyarli hale gelmesine olanak
saglayabilmektedir. Ornegin Rosato ve ark. (2020), tarafindan yapilan denemede
gentamisinin, Cinnamomum zeylanicum eterik yagi ile kullamldiginda, E. faecalis
ATCC 29212 ve S. aureus 1g22 bakterilerinin biyofilm olusturmasini inhibe etmesi
icin gereken miktarin (sSMIC50) 128 pg/ml'den 3,99 pg/ml'ye diistiigii tespit edilmistir.
S. aureus ATCC 29213'iin biyofilm yikimi i¢in gerekli olan gentamisin miktarinin, tek
basina kullanildiginda 512 pg/ml iken bu miktarin Mentha piperita eterik yagi ile
birlikte kullanildiginda 33 kat azaldig1 gozlemlenmistir. Bazi fitokimyasallarin patojen
bakteriler ilizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin ve bu aktiviteye aracilik eden

mekanizmalarin arastirildig in vitro ¢alisma 6rnekleri Tablo 2.1°de sunulmustur.
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Tablo 2.1. Baz1 fitokimyasallarin patojen bakteriler iizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin ve bu aktiviteye aracilik eden mekanizmalarin
arastirildigi in vitro calismalar

Fitokimyasal Fitokimyasal MiK (Minimal
y ny Fitokimyasal Hedef Patojen Inhibitor Etki Mekanizmasi Kaynak
Sinifi Kaynag
Konsantrasyon)
Escherichia coli 2.0 me/ml
. - . Zencefil eterik L me ¥ Hiicre zan biitiinliigiiniin Wang ve ark.
Eterjlgggelar gFncefil agl Staphylococcus bozulmasi (2020)
yag Py 1,0 mg/ml
aureus
. Solanaceous . Staphylococcus v ATP sentaz C alt birimi Boulet ve ark.
Alkaloidler bitkileri Tomatidine aureus 128 pg/ml inhibisyonu (2018)
¥’ Biyofilm olusumunun
Metisilin-direngli inhibisyonu ve mevcut
. - . . . . Yadav ve ark.
Eterik yaglar Karanfil Ojenol Staphylococcus %0,04 biyofilmlerin par¢alanmasi
N o e (2015)
aureus ¥ Hiicre zan biitiinliigiiniin
bozulmasi
¥ Hiicre zan biitiinliigiiniin
Elma (Malus Karbapenem- bozulmas1 Qian ve ark
Saponinler domestica) Ursolik asit direncli K]ebszella 800 pg/ml ¥ Biyofilm olusumunun (2020a)
pneumoniae

inhibisyonu
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Tablo 2.1 (devam). Bazi fitokimyasallarin patojen bakteriler iizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin ve bu aktiviteye aracilik eden
mekanizmalarin arastirildigi in vitro ¢alismalar

Fitokimyasal  Fitokimyasal MIK (Minimal
y ny Fitokimyasal Hedef Patojen Inhibitor Etki Mekanizmasi Kaynak
Smifi Kaynag
Konsantrasyon)
4 ez Enterococcus faecalis 128 pg/ml
apon melezi v A q .
Flavonoidler (Larix Taksifolin L . p Ketogsﬂ.agl tasty1ct protein Jeong ve ark.
kaempferi) vb Vankomisin- direngli sentaz III inhibisyonu (2009b)
’ E. faecalis 512 pg/ml
v’ Bakteriyel membran
Salvia potansiyelinin hizla yok edilmesi
Alkaloidler miltiorrhiza Kriptotansinon iZZZ }lg ZZC]?CCICCL‘ZE; 300 8 ng/ml v" Ciddi membran hasaria neden g(l)znl ;/e ark.
Bunge olmadan NAD*/NADH dengesinin
bozulmast
. Alpinia Galangin ve Metisilin-direncli v NorA disa atim pompasinin Randhawa ve ark.
Flavonoidler calcarata Staphylococcus 31,25 pg/ml _— . .
kaempferol inhibe edilmesi (2016)
Roscoe aureus
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2.4.4. Fitokimyasallarin Kommensal Bagirsak Mikrobiyotas: Uzerine Prebiyotik

- Tipteki Etkileri

Fitokimyasallarin, patojenleri inhibe etme potansiyellerinin yani sira faydali
bagirsak bakterilerinin biiylimesini tesvik etme yetenegine de sahip olduklar1 rapor
edilmistir (Dingeo ve ark., 2020). Fitokimyasallarin bagirsaktaki faydali bakterilerin
biiyiimesini ve/veya metabolik aktivitelerini uyararak sagladigi faydali etkiler genel
olarak “prebiyotik-tip” etkiler olarak kabul edilmektedir (Freitas ve ark., 2022).
Prebiyotik terimi Aralik 2016'da Uluslararas1 Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler
Birligi (International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, ISAPP)
tarafindan gergeklestirilen ve mikrobiyoloji, beslenme ve klinik aragtirma
uzmanlarindan olusan bir panel sirasinda 6nerilen tanima gore “saglia fayda saglayan
konak¢1r mikroorganizmalar tarafindan secici olarak kullanilan substrat” anlamina
gelmektedir (Gibson ve ark., 2017). Prebiyotiklerin en ¢ok bilinenleri baslica iniilin,
frukto-oligosakkaritler ve galakto-oligosakkaritler gibi direngli oligosakkaritlerden
olusan diyet lifleridir. Son arastirmalar fitokimyasallar ile bagirsak mikrobiyotasi
arasindaki etkilesimi g6z Oniinde bulundurarak diyet liflerinin yan1 sira
fitokimyasallarin da prebiyotiklere aday bilesikler oldugunu 6ne siirmektedir (Alves-

Santos ve ark., 2020) .

Basta glikozitler olmak iizere fitokimyasallar kommensal mikrobiyota
tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Dingeo ve ark.,
2020). Ornegin, L. acidophilus’un siyanojenik diglikozit amigdalin, kumarin
glikozitleri eskiilin ve fraksin, alkolik glikozit salisin ile aldehit glikozit vanilin 4-O-
B-glikoziti metabolize etmesi sonucunda olusan bazi metabolitleri substrat olarak
kullanarak iyi bir biiyime gosterdigi rapor edilmistir (Theilmann ve ark., 2017).
Insanlarin beslenme yoluyla aldiklari fenolik bilesikler agirlikli olarak sekere baglh
halde glikozitler olarak tiiketilmektedir. Glikoza bagl fenolik bilesiklerin olusturdugu
glikozitler genellikle, ince bagirsakta epitel hiicrelerinin laktaz florizin hidrolaz veya
sitozolik B-glukozidaz enzimleri tarafindan aglikona deglikosile edilmekte, daha sonra
bagirsak hiicrelerinin faz II enzimleri tarafindan O-glukuronid/O-siilfat konjugatlarina
dontstiiriilmekte ve bu konjugatlar karacigere tasinmaktadir (Kawabata ve ark., 2019).

Fenolik bilesiklerin galaktoz, arabinoz ve ramnoz gibi glikoz disindaki sekerlere,
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baglanarak olusturdugu diger glikozitler ise ince bagirsaktaki hidrolitik enzimler
tarafindan parcalanamamakta, dolayisiyla ince bagirsakta emilememekte ve boylece
kalin bagirsaga ulagsmaktadir (Alves-Santos ve ark., 2020; Kawabata ve ark., 2019;
Theilmann ve ark., 2017). Kalin bagirsakta yer alan gerekli genetik donanimlara sahip
bakteriler glikozitin seker pargasini hiicre i¢inde o,L.-ramnosidaz ve 3,D-glukosidaz
gibi enzimleri aracilifiyla parcalayabilmektedir. Daha sonra bu seker pargasi
bakteriler tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmekte ve bakteri
tiirline baglh olarak ¢esitli yollardan biitirat ve propiyonata metabolize edilmektedir
(Dingeo ve ark., 2020). Fitokimyasallar bdylece, KZYA gibi metabolitler {ireten
faydali bakterilerin biiylimesini uyarabilmektedir. Faydali bakteri miktarinin artmasi
da konaketya istah, insiilin direnci, lipid birikimi ve inflamasyonun azaltilmasi ve
regiilasyonu gibi ¢esitli yararl etkiler saglamaktadir (Canfora ve ark., 2019). Bu
konunun arastirildig1 in vivo hayvan g¢aligmalarinda ve klinik insan denemelerinde
fenolik bilesiklerin kommensal bagirsak bakterileri iizerinde prebiyotik-tipte etki
gdsterdigi rapor edilmistir. Ornegin maydanozdan elde edilen dért karakteristik 7-O-
flavonoid glikozitin yorgunluk 6nleyici etkilerini ve bagirsak mikrobiyota bilesiminde
olusturabilecegi degisimleri aragtirmak i¢in yorgun fare modelinin kullanildigi
caligmada, yorucu ylizme grubunda Firmucutes/Bacteroidetes orani artarken farkli
maydonoz flavonoidi ekstraktt miidahale gruplarinda bu oranin azaldig1 gozlenmistir.
Ayrica maydonaz flavonoidi aliminin Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsleri ile
KZYA iireten bakterilerden Roseburia and Anaerostipes cinslerinin nispi miktarini
arttirdign bildirilmistir. Ustelik test edilen maydonoz flavonoidlerinden bazilarnin
asetat, propiyonat ve biitirat liretimini arttirabildigi de tespit edilmistir (Wang ve ark.,
2022b). Lima ve ark. (2019) tarafindan yapilan klinik denemede ise goriiniiste saglikli
20-40 yas araligindaki 10 kadina iki ay boyunca her giin 300 ml 6l¢iistinde verilen ve
hesperidin ve naringin flavonoidleri agisindan zengin oldugu bilinen portakal suyunun,
faydal1 Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp. bakteri popiilasyonlarini arttirdigi
gdzlenmistir. lgili takviye, KZYA iiretiminde artisa ve mikrobiyota kaynakl1 toksik
amonyak metabolitlerinde azalmaya neden olmustur. Ayrica LDL, glikoz ve insiilin
duyarlilig1 gibi kan biyokimyasal parametrelerini iyilestirmistir. Diger bir calismada
polifenollerce zengin seftali kabugu ekstraktinin, yiiksek yagl diyet ile indiiklenen

obez farelerin bagirsak mikrobiyota bilesimi ve lipid metabolizmas lizerindeki etkileri
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arastirilmistir (Kan ve ark., 2020). Seftali kabugu ekstrakti uygulamasi obez farelerde
Lactobacillus, Bacteroides, Lachnospiraceae, Prevotellaceae, Alloprevotella,
Akkermansia, Roseburia ve Ruminococcus bakterilerinin nispi bollugunu ve KZYA
tiretimini arttirmig ve lipid birikimini 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir. Ek olarak, yiiksek
yagli diyetle beslenen farelerin Firmicutes/Bacteroidetes orani kontrol grubundakilere
kiyasla onemli bir artig gosterirken seftali kabugu ekstrakti uygulamasi bu artisi
hafifletmistir (Kan ve ark., 2020). Yiiksek fruktozlu diyetle beslenen farelerin 8 hafta
boyunca her giin 1 kg viicut agirlig1 basina 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarinda ¢oban
cantasi (shepherd’s purse) bitkisinin su ekstrakti1 (SPSE) ile tedavi edildigi arastirmada
ise ekstraktin igeriginde fenolik bilesikler barindirdigi tespit edilmis ve SPSE
uygulamasinin asetat, propiyonat ve biitirat miktarin1 doza bagimli olarak arttirdigi ve
Firmicutes/Bacteroidetes oranini azalttigi bildirilmistir. SPSE uygulamas1 yiiksek
fruktozlu diyetle beslenen farelerde Bacteroides, Lactobacillus, Alloprevotella ile
Parabacteroides kommensallerinin miktarin1  arttirirken patojen Helicobacter

miktarim1 azaltmistir (Lu ve ark., 2021b).

Nitrojen igeren bazi fitokimyasallar bakteriler tarafindan metabolize edilerek
enerji ve nitrojen kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Ancak fitokimyasallarin ¢cogu
nitrojen igermemektedir. Nitrojen kaynagi olarak kullanilabilecek fitokimyasalar
alkaloidler ve glukosinolatlardir (Dingeo ve ark., 2020). Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinomycetes ve Proteobacteria subelerinin bir¢ok iiyesinin glukosinolatlar
metabolize edebildigi rapor edilmistir (Narbad and Rossiter, 2018). Glukosinolatlarin
tyoglikosidazlar tarafindan par¢alanmasi sonucunda serbest birakilan seker, bakteriler
tarafindan enerji kaynag olarak kullanilmaktadir (Dingeo ve ark., 2020). Kafein gibi
piirin alkaloidleri ise intestinal mikrobiyota igin substrat gdrevi gorebilmektedir.
Mikrobiyota bu alkaloidlerden ksantin ve hipoksantin gibi ¢esitli niikleik asitler yani
piirinler iiretebilmektedir. Uretilen piirinlerin mikrobiyota tarafindan hem nitrojen
kaynag1 hem de enerji kaynagi olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Farag ve ark.,
2020). Wang ve ark. (2017) tarafindan yapilan in vitro ¢aligmada bagirsak bakteri
suslarinin bir alkaloid olan berberin ile inkiibe edilmesi sonucunda biitirat {iretiminin
arttig1 gorilmiistiir. Ayrica yiiksek yagli diyet uygulamasina tabi tutulan hamsterlerin
10 giin boyunca her giin 100 mg/kg dozda berberin ile agizdan tedavi edilmesi de digki
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ve plazmalarindaki biitirat miktarini sirastyla 1,8 ve 2,5 kat arttirmistir. Berberin ile 10
giin boyunca tedavi edilen ob/ob farelerinden alinan diski numunelerinin bakteriyel
kompozisyon analizi ise berberinin fare bagirsaklarinda biitirat iireten bakterilerin
(Enterobacter, Escherichia—Shigella, Incertae sedis, Bacteroides, Lachnospiraceae
FCS020 group, Clostridium sensu stricto 1 ve Akkermansia) miktarini arttirdigini

gostermistir.

Karotenoidlerin ince bagirsaktaki emilimi ve biyoyararlanimi oldukga
disiiktiir ve bu nedenle genellikle kolona aktarilmaktadirlar. Kolonda yer alan
mikroorganizmalarin karotenoidlerin biyoyararlanimina nasil katkida bulunduguna
dair kanitlar hala eksik olsa da, kolonda karotenoid alimini kolaylastiran bir¢ok lipit
tastyici tespit edilmistir. Ornegin, SR-B1 (Scavenger receptor, class B type I; Copgii
reseptor, smif B tip I) kolonik epitel hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve bu
karotenoidlerin kolondan alinabilecegini diislindiirmektedir. Bagirsak liimeninde
kalan karotenoidler mikroorganizmalar tarafindan lipit metabolizmasin1 arttirmak i¢in
ve oksidatif hasar1 azaltmak icin kullanilabilmekte ya da sindirilmemis liflerle birlikte
diskiyla viicut disina atilabilmektedir (Eroglu ve ark., 2023). Bir¢ok c¢alisma
karotenoidlerin prebiyotik-tipteki etkilerini rapor etmistir (Singh ve ark., 2016; Wiese
ve ark., 2019). Ornegin domates iiriinleri veya takviyeleri acisindan zengin bir diyet
yoluyla ulasilabilen likopenin (1 ay boyunca 7 ve 30 mg/giin), 10 graminda matriksine
gomiilii halde 7 mg likopen igeren bitter ¢gikolatanin (1 ay boyunca 10 g/giin) ve bitter
cikolatanin (1 ay boyunca 10 g/giin) 30 obez denegin mikrobiyotasi lizerindeki etkisi
arastiritlmistir. Likopen verilen obez deneklerin mikrobiyotasinda B. longum ve
Bifidobacterium adolescentis tiirlerinde doza bagl artislar gézlenmistir. Bitter ¢ikolata
tilketimi ise Lactobacillus'un nispi bollugunun artmasina neden olmustur (Wiese ve
ark., 2019). Karotenoidlerin bakteriler tarafindan dogrudan enerji kaynagi olarak
kullanildigina dair ¢cok az kanit bulunmaktadir. Arastirmacilar kanit yetersizligine
dayanarak karotenoidlerin bakteriler tarafindan biliylimek ic¢in substrat olarak
kullanilma ihtimalinin yani dogrudan prebiyotik olma olasiliginin diisiik oldugunu
ifade etmektedir. Bu nedenle karotenoidlerin prebiyotik-tipteki etkilerine aracilik eden
ilave etki yolaklar1 arastirilmistir. Bu ¢ercevede karotenoidlerin kolon da dahil olmak

lizere gastrointestinal sistemde oksidatif stresi azaltarak bazi bakterilere zararh
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olabilecek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu Onlemesinin 1ilgili
mekanizmalardan biri olabilecegi disiiniilmektedir. Nitekim Firmicutes filumu
iiyelerinin oksidatif stresten ve antioksidanlarin varligindan etkilendigi bilinmektedir.
Ornegin lipoik asit tarafindan indiiklenen diisiik oksidatif stres varliginda, daha yiiksek

sayida Lactobacillus spp. bulunmaktadir (Eroglu ve ark., 2023).

Ince bagirsakta emilimi ve biyoyararlanimi diisiik olan bir diger fitokimyasal
bilesik grubu saponinlerdir ve diyetle alinan saponinlerin biiyiik bir kismi kolona
gecmektedir. Kolonda gesitli mikrobiyota tiirleri, ikincil glikozitler veya sapogeninler
olusturmak i¢in glikozidaz, ramnosidaz veya ksilosidaz gibi glikosidaz enzimleri
sayesinde saponinleri deglikosile edebilmektedir. Bifidobacterium, Lactobacillus,
Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium ve Eubacterium'un ginsenosidler gibi birgok
saponin tiiriiniin metabolizasyonunda rol oynadigi bilinmektedir (del Hierro ve ark.,
2018). Mikrobiyotanin saponinleri metabolize etmesi sonucunda olusan ikincil
glikozitler gibi metabolitlerin, mikrobiyota tarafindan enerji kaynagi olarak
kullanilmast ve bdylece mikrobiyota iizerinde prebiyotik-tipte etkiler gdstermesi
muhtemeldir. Literatiirde saponinlerin prebiyotik-tipte etkiler gosterdigine dair
calismalar mevcuttur (del Hierro ve ark., 2018). Ornegin Li ve ark. (2022), kinoa
kepeginden ekstrakte edilen total saponinlerin obez sicanlar lizerindeki potansiyel
terapotik etkisini ve altta yatan mekanizmanin bagirsak mikrobiyotasi ile iliskili olup
olmadigint arastirmistir. Bu arastirma sonucunda kinoa kepegi ekstrakti total
saponinlerinin, yiikksek yagli diyet nedeniyle azalan faydali bacilli’nin azalmasim
giiclii bir sekilde durdurdugu ve yiiksek yagli diyet nedeniyle dnemli 6l¢iide azalan
Bacteroidetes bollugunu kontrol grubundakine benzer seviyelere getirdigi
bildirilmistir. Ayni1 zamanda faydali Lactobacillus’un miktarin1 onemli olgiide
arttirdig1 gortilmiis ve viicut agirligi yonetimi ve bu durum arasinda pozitif bir baglanti
oldugu éne siiriilmiistiir. Ustelik bu uygulamanim Allobaculum ve Butyricimonas gibi
biitirat iireten bakterilerin miktarint arttirdigi ve lipopolisakkarit iireten zararh

Desulfovibrio’nun miktarini azalttig1 tespit edilmistir.

Fitokimyasallarin metabolik sendrom, obezite, ishal ve major depresif
bozukluk gibi hastaliklar tizerindeki iyilestirici ve hastalik semptomlarini giderici

etkisinin aragtirildig1 klinik insan denemeleri Tablo 2.2°de 6zetlenmistir. Bu klinik
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insan denemeleri fitokimyasallarin s6z konusu iyilestirici ve semptom giderici etkisine
bagirsak mikroorganizmalar1 {izerindeki antimikrobiyal ve prebiyotik-tipteki

aktivitelerinin aracilik edip etmedigi konusunda da veriler sunmaktadir.
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Tablo 2.2. Fitokimyasallarin ¢esitli metabolik ve psikiyatrik hastaliklar tizerindeki iyilestirici ve hastalik semptomlarini giderici etkisi ile

bu etkiye aracilik etme potansiyeli olan bagirsak mikrobiyotasi tizerindeki fonksiyonlarinin aragtirildigi klinik insan denemeleri

Fitokimyasal _. . o o . Katilimer Sayisi .. .
Simifi Fitokimyasal Kaynag1 Fitokimyasal/Ekstrakt ve Ozelikleri Siire Doz Temel Etkiler Kaynak
v Dolasimdaki katesin
. 32-43 yag konsantrasyonu
890 mz‘i/ lfg. ka.tesln " araliginda, v Katesinlerin mikrobiyal metaboliti z I
Polifenoller Yesil cay 1gererll( ta iltnSIZ yest metabolik 28 glin  1g/giin y-valerolaktonlarin dolagimdaki (26(;1;4‘)16 ark.
g:l}(leerlei;z;sil sendromlu 21 konsantrasyonu M
¥ birey v'Serum endotoksin diizeyi
v' Aglik glikozu seviyesi
Flavonoidler 30-70 yas ilk 4 hafta v Firmicutes/Bacteroidetes orani {
i 5 i ¥' Gastrointestinal semptomlar
Fe.nohk Yabani kekik (Thymus Yabani kekik (Thymus ara}llglnda, 600 mg/giin - P v Knaub ve ark.
asitler saglikli ancak 8 hafta v Diski sikligi P
. serpyllum L.) serpyllum L.) ekstrakti . (2022)
Saponinler asir1 kilolu 40 Son 4 hafta (Sonuglarda herhangi bir doza
birey 900 mg/giin bagimlilik gdzlenmemistir)
) v LPS lireten Escherichia coli ve
30 giin Enterobacter cloacae
Antosiyaninler, :rsa;l? 9532 obeg ve lgzlgrlzllﬁl/sa{f; v Biitirat iireten Faecalibacterium
. flavonoller ve stilbenler Sinc v . migu prausnitzii ve Roseburia Moreno-Indias
Polifenoller Kirmizi sarap o metabolik 60 giin 30 giin v o .
gibi kirmiz1 sarap .. Kommensal Bifidobacterium spp. ve ark. (2016)
olifenolleri sendromlu 10 alkolsiiz ve Lactobacillus spp. T
p birey kirmizi sarap v 4 ciius spp. T
(272 ml/giin) Metabolik sendrom risk

belirtegleri\,
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Tablo 2.2 (devam). Fitokimyasallarin ¢esitli metabolik ve psikiyatrik hastaliklar tizerindeki iyilestirici ve hastalik semptomlarini giderici
etkisi ile bu etkiye aracilik etme potansiyeli olan bagirsak mikrobiyotasi tizerindeki fonksiyonlarinin arastirildigi klinik insan denemeleri

Fitokimyasal _. . o . Katilimer Sayisi . .
Simifi Fitokimyasal Kaynag Fitokimyasal/Ekstrakt ve Ozelikleri Siire Doz Temel Etkiler Kaynak
19-65 yas v Firmiczt’es ve Proteobacteria
Saponinler, . . Ana biyoaktif bileseni araliginda, filumlari
Alkaloidler A;};i’:gl;lseng &~ saponinler olan Kore metabolik 8 hafta 161?0/0{111 ¥’ Bacteroidetes filumu ve Prevorella (S;(;);ig) ve ark.
Lignanlar & g kirmizi ginseng tozu sendromlu 60 ve cinsi P
birey v Sistolik kan basinci J
v’ Butyricicoccus pullicaecorum P
Flavonoid acisindan 1829 v LPS diizeyi 4
zengin portakal suyu yas .. v" Serum zonulin ve klaudin-5 i
. . araliginda major 8 Giinde 3 . . Choi ve ark.
Flavonoidler = Portakal (Toplam flavonoid . seviyeleri
NI depresif bozukluk hafta  kez 190 ml . . (2023)
igerigi 1579+ 1,4 . v" Serum beyin kaynakli norotrofik
tanis1 alan 40 birey Rt
mg/100 g) faktor seviyesi
v" Depresif belirtecler {,
v" Bagirsak mikrobiyota a gesitliligi
. v Kommensal Bifidobacterium
Fenolik longum T
bilesikler Tar¢in (Cinnamomum Taremn s ekstraktt Ishal semptomlari 8 Giinde 2 v g . . . Park ve ark.
Eterik Yaglar  cassia) G suyd olan 70 birey hafta  kez 400 mg Diski izobutirik asit igerigi (2023)
Kumarin v Kolonik gegis siiresi T

v Ekstrakt ishal semptomlarini
iyilestirmistir.
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Tablo 2.2 (devam). Fitokimyasallarin ¢esitli metabolik ve psikiyatrik hastaliklar iizerindeki iyilestirici ve hastalik semptomlarini giderici
etkisi ile bu etkiye aracilik etme potansiyeli olan bagirsak mikrobiyotasi tizerindeki fonksiyonlarinin arastirildig: klinik insan denemeleri

Fitokimyasal Fitokimyasal Kaynag1  Fitokimyasal/Ekstrakt ot hm.m Sa.ylsl Siire-Doz Temel Etkiler Kaynak
Sinifi ve Ozelikleri
iki kola ayrilan katilimcilar 6
ay boyunca giinde, dozlar v D1 ve D2- Kommensal
aEaSII}da 3 haf'tahk arinma - Bqcteroides, Faecalibacterium,
Surcsi erpak uzere d.o'nusumlu Butyricicoccus, Odoribacter ve )
Polifenol agisindan Hafif (s)'l'?grllklélil deo f)(ZI;errl;irlgkit?:lg? Butyricimonas S:rrrliza?sl eze-
Polifenoller Nar Sno” ag hiperlipidemili " ve ey rar ok v/ D2- Patojen Parvimonas, v
zengin nar ekstrakti ) veya plasebo tiiketmistir. . ark.
obez 49 birey Methanobrevibacter ve 2018)

D1: 164 mg fenolik bilesik
igeren 450 mg nar ekstrakti
D2: 656 mg fenolik bilesik
iceren 1,8 g nar ekstrakti

Methanosphaera
v" D2-Plazma lipopolisakkarit
baglayic1 protein seviyesi 4
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2.5. Sigla Yag

Orientalis sweet gum, Sigla storax, Styrax liquids ve Levant styrax olarak da
adlandirilan, halk arasinda genel kabul gormiis ismi ile “sigla yag1”, Anadolu sigla
agaci (Liquidambar orientalis Miller) (Sekil 2.7 (a)) gévdesinin yaralanmis kabuk
kisimlarindan elde edilen yari-sivi, balsam kivaminda regineli bir eksudattir (Arslan
ve Sahin, 2016; Ayding6z ve Bulut, 2014a; Demirtas ve ark., 2023). Sigla agaclarinin
govdesinde yaralanma sonucunda olusan patolojik balsam kanallar1 bulunmaktadir
(Sekil 2.7 (b)) ve sigla yag1 bu kanallardan salgilanan balsamdan iiretilmektedir.
Salgilanan bu balsam agacin govdesinde olusan yaranin iyilesmesinde rol
oynamaktadir. Sigla agacina govdesinde olusan balsamdan dolay1 Latince’de sivi
anlamima gelen “liquidus” ve Arapca’da gilizel kokulu aromatik maddelere verilen
genel isim olan “amber” kelimelerinin birlesiminden olusan giizel kokulu sivi
anlamindaki Liquidambar ismi verilmistir (Deniz, 2010). Diinya genelinde Anadolu
sigla agact haricinde Asya kitasinda Liguidambar formosana ile Liquidambar edentata
ve Amerika kitasinda Liquidambar styraciflua ile Liquidambar macrophylla olmak
tizere 4 farkli s1gla agac tiirii daha bulunmaktadir (Arslan ve Sahin, 2016). Tiirkiye’de
geleneksel olarak “gilinliikk agaci1” olarak da tamimlanan Anadolu sigla agaci
Hamamelidaceae familyasindan Bucklandioidae alt familyasinin, Liquidambar
cinsine bagh bir tiirdiir. Tlrkiye’de, 6zellikle de Koycegiz, Fethiye, Dalaman, Ula ve
Marmaris'te algak ve deniz seviyesine yakin sulu dereler igerisinde ve sulak kisimlarda

yayilis gdstermektedir (Arslan ve Sahin, 2016; Ayding6z ve Bulut, 2014a).
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Sekil 2.7. Anadolu sigla agaci (a) ve govdesinde yer alan patolojik balsam kanallar
(b) (Anonim, 2021b)

2.5.1. Sigla Yaginin Uretim Siireci

Anadolu sigla agacindan sigla yagi iiretimi birgok asama ile meydana
gelmektedir. Tk asama uygun agag secimidir. Bu amagla gdvde yapisi diizgiin olan ve
gogls ¢ap1 taban giinliiklerinde en az 15 cm, dag glinliiklerinde ise en az 10 cm olan
agagclar isaretlenmektedir. Agag¢ se¢cimi yapilmasinin nedeni ¢api diisiik olan agaglarda
verimin az olmasi ve aga¢ gelisiminin olumsuz etkilenmesidir. Mart ay1 itibariyle
isaretlenen agaglarin govdelerinin 1/3’liik kismi saglam kalacak sekilde 2/3’°liik
kisminda, agag capina gore degisen sayida, 10 cm genislikte, 50 cm uzunlukta seritler
olusturacak bigimde kambiyumun zedelenmemesine de dikkat edilerek kambiyuma
kadar kabuklar siyrilmaktadir. A¢ilacak yara ylizeylerinde kabugun yontulmasindaki
amag, damar agmay1 kolaylastirmak i¢in diizgiin bir yiizey olusturmak ve diri odun
kismini giinesin etkisine maruz birakarak patolojik balsam kanallarinin olusmasina
zemin hazirlamaktir. Yaklasik bir ay bu sekilde bekletilen agaclarda, mayis ay1
icerisinde kasik ismi verilen bir alet ile yaralarin agilmasi islemine baslanmaktadir
(Sekil 2.8 (a)). Diri oduna yaklasik 3-4 mm girilerek 4-5 cm genisliginde yara

olusturma islemi “damar agma” olarak isimlendirilmektedir (Arslan ve Sahin, 2016).
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Mayis sonuna kadar devam eden damar agma islemi tamamlandiktan 1 hafta sonra
yara ylizeyleri tekrar kasikla kazinmakta ve bu isleme “sur” adi verilmektedir. Sur
isleminden 15 giin sonra yag (Sekil 2.8 (b)) alma gerceklesmekte ve bu ise de “sur
arkas1” denilmektedir. 15 glin sonra ise “sefer” adi verilen asil yag alma islemi
baslamakta ve Temmuz ortasindan Ekim sonuna kadar her 15 giinde bir damarlar
kasikla siyrilarak devam etmektedir. Kil torbalar icerisinde toplanmig olan yagin
icinde odun ve kabuk pargaciklar1 da bulunmaktadir ki bu karisim “siyrint1” olarak
adlandirilmaktadir. Torbalardan ¢uvallara alinan siyrintilar sikildiktan sonra 1/3’i su
ile dolu kazanlarda yaklasik 30 dakika kaynatilmaktadir (Sekil 2.8 (c)) (Arslan ve
Sahin, 2016). Kaynatilan siyrint1 sapli yabalarla kazinarak keci kilindan yapilmig
torbalara konulmakta ve bu torbalar preslerle sikistirilarak sigla yagi ¢ikartilmaktadir
(Sekil 2.8 (d)) (Ayding6z ve Bulut, 2014a). Yagin mekanik ya da hidrolik yollarla
odun ve kabuk siyrintilarindan ayrilmasi islemi “presleme” olarak tanimlanmaktadir
(Sekil 2.8 (e)). Presten arta kalan az da olsa yag igeren siyrintilara “buhur” ismi
verilmektedir. En son asamada su ile karisik olan sigla yagi beton havuzlarda
dinlendirilmekte ve bdylece lizerindeki suyun uzaklasmasi saglanmaktadir. Her ne
kadar karigimin tistiinde kalan su uzaklastirilsa da piyasaya arz edilebilecek hale gelen
sigla yag (Sekil 2.8 (f)) blinyesinde yaklasik %25-30 oraninda su bulundurmaktadir
(Arslan ve Sahin, 2016). L. orientalis'ten elde edilen sigla yaginin (sigla storax) insan
tiikketimine yonelik gidalara dogrudan eklenmesi igin giivenli oldugu Gida ve ilag
Idaresi tarafindan garanti edilmistir (Code of Federal Regulations (CFR) Title 21 -
FDA172.510'da listelenmistir; Gida ve Ila¢ Idaresi (Food and Drug Administration),
ABD 2017).
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Sekil 2.8. Sigla yaginin iiretim asamalari. Damar agma islemi (a), patolojik balsam
kanallarindan sizan sigla balsami (b), torbalara doldurulup sikilan siyrintilarin
kaynatilmasi (c), presleme islemi (d, e) ve piyasaya arz edilebilecek hale gelen sigla
yagi (f) (Anonim, 2023a; Anonim, 2023b)

2.5.2. Sigla Yaginn Icerigi

Anadolu sigla yagi esas olarak yapisinda asit, ester, alkol, fenolik ve eterik yag
bilesikleri bulundurmaktadir (Arslan ve Sahin, 2016). Askun ve ark. (2021) tarafindan
anadolu sigla agacindan elde edilen iki farkli sigla yagi 6rneginin fenolik profili,
yiiksek performansh sivi kromatografisi (High-performance liquid chromatography,
HPLC) sistemi kullanilarak aragtirllmistir. HPLC analizi ile birinci sigla yagi
orneginin 5 flavonoid bilesik (juglon, naringenin, rosmarinik asit, vanilik asit ve
ekinakozit) ve ikinci si8la yagi1 6rneginin ise 4 flavonoid bilesik (juglon, apigenin-7-
glukozit, naringenin ve vanilik asit) icerdigi ilk kez rapor edilmistir. Ayrica her iki
ornekte de juglonun ana flavonoid oldugu tespit edilmistir. Ek olarak sigla yagi
orneklerinden elde edilen eterik yaglarin bilesenleri de arastirilmis ve ana bilesenlerin
(E)-etil sinnamat (%27,5 ve %30,6), d-kadinol (%11,0 ve %12,0) ve sinnamil alkol
(%7,2 ve %7,9) oldugu goriilmiistiir (Askun ve ark., 2021). Gurbuz ve ark. (2013)

tarafindan yapilan sigla eterik yagi analizi sonucunda ise ana bilesenler sirasiyla stiren

88



(%81,9), sinnamil alkol (%6,9), a-pinen (%3,5), benzen propanol (%3.,4) ve 4-etil
fenol (%1,9) olarak tespit edilmistir. Diger bir arastirmada sigla yaginin ana eterik yag
bilesenlerinin stiren (%70,4), a-pinen (%19) ve B-pinen (%4,3) oldugu bildirilmistir
(Fernandez ve ark., 2005). Kim ve ark. (2008) ise s1gla eterik yagi temel bilesenlerinin
trans-sinnamil alkol (%45,07), hidrosinnamil alkol (%41,13), B-karyofillen (%3,60)
ve stiren (%1,56) oldugunu belirtmistir. Sigla yaginin icerigindeki etken maddelerin
tiirli ve miktar1 iklim ve cografi kosullar, hasat zamani, islenme bi¢imi, saklanma
kosullar1 ve ekstraksiyon yontemi gibi faktorlere baglh olarak degisiklik
gosterebilmektedir (Baloglu ve ark., 2023; Goker, 2019). Yukarida verilen
calismalarda sigla yagi icerigindeki eterik yag ve fenolik bilesiminde goriilen

farkliliklarin da bu faktorlere bagli olarak olustugu diisiiniilmektedir.
2.5.3. Sigla Yaginin Kullanim Alanlar1 ve Antimikrobiyal Ozellikleri

Sigla yag1 ¢ok eski devirlerden beri taninmakta ve kullanilmaktadir. Batik
Fenike gemilerinden ¢ikan, iginde sigla balsami bulunan amforalardan elde edilen
bulgulara dayanarak Fenikeli tliccarlarin sigla yagi ticareti yaptig1 saptanmigtir. Sigla
yag1t milattan oOnce 15. ylizyilda Misirhilar tarafindan mumyalama isleminde
kullanilmistir (Ayding6z ve Bulut, 2014a). Misir kralicesi Kleopatra bu yagi ask iksiri
parfiimii olarak kullanmistir (Urker ve Yalgin, 2011). Hipokrates doneminden itibaren
tibbi agidan kullanim1 mevcuttur. Hipokrates giinde 1 veya 4 gram miktarindaki sigla
yaginin gii¢ verici, yatistirici, kabzi ¢dzen, idrar arttirici, adet soktiiriicli ve romatizma
agrilarini giderici olarak kullanilabilecegini belirtmistir. Dioscorides ise sigla yaginin
doviiliip siitle karistirilarak kotii durumda olan yaralarin tedavisinde merhem olarak
kullanilabilecegini soylemistir (Kahya, 2015). Milattan sonra 3. ylizyilda yasayan
Roma imparatoru Caracalla mide iilseri rahatsizlig1 i¢in Epidaurus, Kos ve Bergama
Asklepion’unda tedavi gérmiistiir. imparator Caracalla’nin Bergama Asklepion’unda
sigla yagi ve cam recinesine bal karistirilarak yapilan bir tiir ilagtan sifa bulup iyilestigi
ve bu sebeple kente ve doktorlara minnet borcunu 6demek i¢in bagislarda bulundugu
bilinmektedir (Aydingdéz ve Bulut, 2014a). Islam Diinyasinin seckin Tiirk
hekimlerinden Ibn Sina ise sigla yaginin balla karistirilarak haricen uygulanmasinin
basur tedavisinde kullanilabilecegini ve bagirsagin igeri cekilmesini saglayacagini

ifade etmistir (Kéhya, 2015). On yedinci ylizyilin 6nde gelen gezginlerinden biri olan
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Evliya Celebi’nin Marmaris yoresinde genis alanlarda yayilisin1 gordiigii sigla agact
ve s18la yagiyla ilgili "Sigla yag: dedikleri odur ki kavak gibi kiigiiciik agaglardir, dagt
tast tutmustur. O diyarn kiigiik biiyiik reayasi ellerinde birer egri keskin kizagr gibi
demirler ile biitiin aga¢larin kabuklarini yol yol kazvp ¢uvallara doldururlar. Ama
agac¢larin kabugunu biitiin kazimazlar ki kurur. Zira zeametleridir, mahsul alirlar.
Sonra o kabuklari cenderelerde sikip kabuklarini tulumlara doldurup yedi iklime gidip
miibarek gecelerde buhur yakarlar. Ham amberden hos giizel kokusu vardir. Yagt
Atina bali gibi kirmizi bir yagdw. Tulumlar ve ficilar icine doldurup Marmaris
Iskelesi'nden Misir’a, oradan Siiveys Denizi ile Hindistan a gidip orada terbiye edilip
zebat gibi burunlarina, yiizlerine ve kulaklarina siiriip ciizzam hastaligindan
kurtulurlar. Hekimler ondan aselbend yapip yine Anadolu’ya génderirler. Kisacast
Hindistan’da altin ile beraber tartip satarlar” (Karacaoglan, 2018) sozleri sigla

yagmin o déonemdeki tibbi ve ticari onemini vurgulamaktadir.

Gilinimiizde yapilan c¢aligmalarda sigla yaginin antibakteriyel (Basim ve
Basim, 2013; Ozcan Aykol ve Doganay, 2022), antifungal (Lee ve ark., 2009; Onaran
2018), antiiilser (Gurbuz ve ark., 2013), antioksidan (Sengiin ve ark., 2023; Topal ve
ark., 2008), yara 1iyilestirici (Altiparmak ve ark., 2019; Deniz, 2010), nematisit (Kim
ve ark., 2008), antikanser (Cetinkaya ve ark., 2021), sedatif, antikonviilsan (Guo ve
ark., 2011), karaciger hasar1 6nleyici (Suzek ve ark., 2015) ve bobrek hasari onleyici
etkisi (Aydingdz ve Bulut, 2014b) rapor edilmistir. Sigla yaginin bitki patojeni olan
13 bakteriye kars1 antibakteriyel aktivitesinin degerlendirildigi ¢aligmada sigla yag:
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Pseudomonas syringae pv. tomato,
Rhizobium  tumefaciens, Clavibacter —michiganensis subsp. michiganensis,
Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas corrugata, Rhizobium vitis,
Erwinia amylovora ve Xanthomonas campestris pv. campestris patojenlerine karsi
giiclii bir antibakteriyel aktivite gdstermistir. ilgili calismada s18la yaginim en etkili
antibakteriyel dozunun %20 konsantrasyonu oldugu bildirilmistir (Basim ve Basim,
2013). Kurk bitki tiiriinden elde edilen ticari eterik yaglarin antifungal aktivitelerinin
degerlendirildigi calismada, Anadolu siglasindan (Liguidambar orientalis Mill.) elde
edilen eterik yagin 28x10® mg/ml hava konsantrasyonunda fitopatojenik

Phytophthora cactorum mantarina karst %100 inhibisyon oraninda giiglii bir
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antifungal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2009). Ay ¢alisma, sigla
yaginin igeriginde bulunan sinnamil aldehit ve benzaldehit bilesiklerinin 28x107
mg/ml hava konsantrasyonunda P. cactorum'a karsi %100 oraninda inhibitor etki
gosterdigini de rapor etmistir. Onaran (2018), Anadolu sigla agacindan elde edilen
sigla yag1 ve yaprak metanol ekstraktlarinin, salatalik ve elma bitkilerinde hastalik
yapici etkisi bulunan Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum ve Monilinia fructigena
mantarlarina karsi antifungal etkisini agar petri metodunu kullanarak aragtirmistir.
Calisma sonucunda ekstraktlarin fungal etmenlere karsi, denemede kullanilan tiim
konsantrasyonlarda (5, 10 ve 20 mg/ml) doza bagl olarak artan oranda antifungal
aktivite gosterdigi ve sigla yagi ekstraktinin antifungal etkisinin yaprak ekstraktindan
daha etkili oldugu gozlenmistir. Diger bir calismada, Anadolu siglasi eterik yaginin 2
mg/ml konsantrasyonda cam agaci nematodu Bursaphelenchus xylophilus’a karsi
%100 nematisit aktivite gosterdigi bildirilmigtir. Sigla eterik yaginin ana
bilesiklerinden biri oldugu tespit edilen trans-sinnamil alkoliin ise 2 mg/ml
konsantrasyonda nematodlarin %100'inii etkili bir sekilde inhibe ettigi ve hatta 1, 0,8
ve 0,6 mg/ml konsantrasyonlarda da nematod inhibisyon oraninin %100 oldugu
goriilmustir (Kim ve ark., 2008). Imam ve ark. (2013) tarafindan yapilan aragtirmada
sigla yagi, Aedes aegypti L. sivrisinek larvalarina kars1 100, 200, 300, 400 ve 500 ppm
(ng/ml) konsantrasyonlarda doza bagli olarak artan oranlarda oldiriici etki
gostermistir. Sigla yaginin 500 ppm konsantrasyonu sivrisinek larvalariin %99 unu
etkili bir sekilde inhibe etmistir. Arastirmacilar sigla yaginin sivrisinek larvisiti olarak
bliylik bir potansiyel tasidigini belirtmistir. Gurbuz ve ark. (2013) etanolle indiiklenen
peptik iilserli siganlara agizdan verilen 150 ve 300 mg/kg dozlarindaki sigla yaginin
istatistiksel olarak anlamli bir mide korumasi saglayarak anti-iilserojenik aktivite
gosterdigini rapor etmistir. Aragtirmacilar sigla yagmin s6z konusu anti-iilserojenik
fonksiyonuna yatistirict etkisi bulunan bilesenlerinin yaninda antimikrobiyal
potansiyeli nedeniyle herhangi bir anti-H. pylori aktivitesinin de eslik etme ihtimaline
dikkat ¢ekmislerdir. Sigla yaginin nozokomiyal enfeksiyona neden olan P. aeruginosa
ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus haemolyticus ATCC
43252, Acinetobacter baumannii ATCC 19606 ve E. faecalis ATCC 29212 bakterileri
tizerindeki antibakteriyel etkisinin agar diflizyon yontemiyle arastirildig: calismada ise

sigla yagmin test edilen tiim bakteri suslar1 lizerinde ortalama 23,2 mm c¢apinda
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inhibisyon bdlgesi olusturdugu rapor edilmistir. Ayrica antibakteriyel aktivite testi
sonuglart S. haemolyticus ATCC 43252 ve E. faecalis ATCC 29212 suslariin
vankomisin ve penisiline diren¢li oldugunu gdstermistir. Sigla yaginin bu antibiyotige
direngli suglar lizerinde yiiksek inhibisyon bdlgesi (sirasiyla 25 mm ve 22 mm)
sergiledigi gozlenmistir (Ozcan Aykol ve Doganay, 2022). Diger bir ¢alismada, iki
farkli sigla yag1 6rneginin her ikisinin de Mycobacterium tuberculosis’in dort susuna

kars1 antibakteriyel aktivite gdsterdigi bildirilmistir (Askun ve ark., 2021).

Litaretiirde sigla yaginin antibakteriyel aktivitesine aracilik eden etki
mekanizmalariin aragtirildigi ¢alismalar da mevcuttur. Mutlu ve ark. (2024) sigla
yagmin 12,5 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarda S. aureus ATCC 33862 susunun
biyofilm olusumunu inhibe ettigini ve S. aureus ATCC 33862’nin dnceden olusmus
biyofilm miktarin1 azalttigini tespit etmistir. Ayn1 konsantrasyonlarda S. aureus’un
CFU sayimlarinda da azalma gozlenmis ve boylece sigla yaginin antibiyofilm etkisi
dogrulanmistir. S18la yagiyla kaplanmis ipek dikislerin oral patojenik bakterilere karsi
yapisma Onleyici aktivitesinin degerlendirildigi ¢aligmada ise S. aureus ATCC 25923,
E. faecalis ATCC 29212 ve Streptococcus mutans ATCC 25575 suslarina kars1 giiclii
yapigsma Onleyici aktivite tespit edilmistir. Anti-adezyon analizi, sigla yagiyla
kaplanmis ipek dikislerde S. aureus biyofilm miktarinda %20,87'lik bir azalma
oldugunu gostermistir (Kiling ve ark., 2020). Diger bir ¢alismada kriyojel iskelesine
farkli oranlarda yiiklenen sigla yagmin antimikrobiyal ve anti-biyofilm o6zellikler
acisindan kriyojel agina katki saglayip saglamadigi arastirilmistir. Sigla yagi yiikli
kriyojellerin, antimikrobiyal aktivite acisindan diiz kriyojellerden daha iy1 oldugu ve
P. aeruginosa ve S. aureus’un biyofilm olusumunu diiz kriyojellerden daha etkili ve

basaril1 bir sekilde inhibe ettigi gézlenmistir (Demir ve ark., 2022).

Sigla agaci yapraklarindan su destilasyon yontemiyle elde edilen ve igeriginde
terpinen-4-ol (%31,36), y-terpinen (%9,68), B-pinen (%8,83), germakren D (%5,80),
B-karyofilen (%3,86) ve oa-pinen (%2,45) bilesiklerini bulundurdugu tespit edilen
eterik yag in vitro bir denemede, etlik pili¢lerin gastrointestinal sisteminde bulunabilen
E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, S. Typhimurium CCM 5445, E. faecalis
ATCC 29212 ve C. jejuni DSM 4688 bakterilerinin biiylimesini 0,06-1 mg/ml
konsantrasyon araliginda baskilarken, C. perfringens ATCC 10388’in biliyiimesini >5
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konsantrasyonda baskilamistir. Ayn1 ¢calismada sigla yapragi eterik yaginin etlik pili¢
karmalarina 81,08 mg/kg.yem dozunda ilave edilmesi sonucunda, jejunum bagirsak
mikroflorasindaki E. coli, Salmonella spp. ve C. jejuni popiilasyon sayilarinin azaldigi
tespit edilmistir (Altop, 2013). Bununla birlikte literatiirde sigla yagmin patojen
bagirsak bakterileri {izerine etkisinin arastirildigi, sinirh sayida ¢alisma mevcuttur
(Cakmak ve ark., 2023; Keyvan ve Savas, 2021; Sagdi¢ ve ark., 2005). Sagdi¢ ve ark.
(2005) tarafindan yapilan ¢alismada sigla yagi, B. subtilis ve B. cereus 'un liremesini
%1 konsantrasyonda baskilarken, E. faecalis ve S. aureus’un tiremesini %10
konsantrasyonda baskilamistir. E. coli ve E. coli O157:H7 nin iiremesi ise ¢alismada
kullanilan konsantrasyonlarin (%10, %1, %0,4, %0,2 ve %0,1) hi¢birinde inhibe
olmamistir. S1gla yaginin kommensal bagirsak bakterileri lizerine etkileriyle ilgili ise

herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Calismamizda kullanilan sigla yagmnin rumen mikrobiyotast ve ruminal
fermantasyon parametreleri lizerine in vitro etkileri arastirilmis olup sigla yaginin
yiiksek dozda (500 mg/1), yem sindirilebilirligini olumsuz yonde etkilemeksizin metan
liretimini ve asetatin propiyonata oranini azaltmasinin yaninda metanojen arkea ve
asetat lireten bazi bakteri gruplari {izerinde pozitif kontrol olarak kullanilan ve yemlik
bir antibiyotik olan monensine benzer sekilde antibakteriyel etkiler gosterdigi
bildirilmistir. Ayn1 caligmada sigla yagi, biitirat lireten bakterilerle birlikte biitirat
miktarini da arttirmistir. Arastirmacilar, etki mekanizmasi monensin ile birebir
ortlismese de ruminal enerji kaybina ve kiiresel 1sinmaya yol ag¢tig1 diisliniilen metan
gaz1 birikimini azaltan ve rumen papilla gelisiminden sorumlu biitirat iiretimini arttiran
sigla yaginin séz konusu etkilerini yem katki maddesi olarak kullanilabilmesi i¢in
umut vadedici olarak nitelemislerdir (Demirtas ve ark., 2023). Sigla yaginin rapor
edilen antimikrobiyal Ozelliklerinin yaninda rumen mikrobiyotas: lizerindeki s6z
konusu modifiye edici etkilerinden yola ¢ikarak bu tez ¢alismasinda, sigla yaginin
bagirsak mikroflorasinda yer alan baz1 kommensal ve patojen bakteriler {izerine olas1
baskilayict (inhibe edici) ve uyarict (stimule edici) etkilerinin aragtirilmasi
amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda, sigla yaginin kommensal-faydali bagirsak
bakterilerinden Bifidobacterium bifidum ATCC 29521, Bifidobacterium longum
ATCC 15697, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus casei ATCC
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393 ile patojen-zararli bagirsak bakterilerinden Clostridium perfringens ATCC 13124,
Staphylococcus aureus ATCC 12600, Escherichia coli ATCC 11775 ve Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 29630 {izerine olan etkileri ve minimal inhibitor

konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenecektir.
2.6. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK)

Minimal inhibitér konsantrasyon (MIK), antimikrobiyal etkili bir maddenin, 1
giinliik (24 saatlik) inkiibasyon siiresinin sonunda, bir mikroorganizmanin gozle
goriiliir iiremesini durduran en diisiik konsantrasyonudur. MIK degerleri genel olarak
2 temel yontemle belirlenmektedir. Bunlar sivi diliisyon ve agar diliisyon
yontemleridir. Sivi diliisyon yonteminin de makrodiliisyon (tiip) ve mikrodiliisyon
olmak tiizere 2 tiirii bulunmaktadir. Mikrodiliisyon yonteminde etken maddenin farkli
konsantrasyondaki diliisyonlari, her biri en fazla 500 pl kapasiteli olan mikroplaka
kuyucuklarina dagitilmaktadir (Stimerkan ve Gékahmetoglu, 1998). Her bir kuyucuga
esit miktarda bakteri eklendikten sonra inkiibasyona birakilan kuyucuklardaki
bakteriyel iireme optik dansite dlgen cihazlarla belirlenmektedir. Optik dansitenin O
(Bussmann ve ark., 2010) ya da <0,1 (Kang ve ark., 2008) oldugu kuyucuktaki etken

madde konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan Sigla Yag ve Icerigi

Calismamizda kullanilan sigla yagi (Sekil 3.1 (a)) T.C. Cevre ve Orman
Bakanligi, Mugla/Koycegiz Orman Isletme Miidiirliigii araciligi ve rehberligiyle

bolgede bulunan yerel isletmelerden satin alinmig ve +4°C’ de muhafaza edilmistir.

Tez calismasinda kullanilan sigla yaginin eterik yag kompozisyonu, toplam
fenolik madde icerigi ve antioksidan kapasitesi Demirtas ve ark. (2023) tarafindan
analiz edilmis ve bildirilmistir. Sigla yagindan hidrodistilasyon teknigiyle izole edilen
eterik  yagin  bilesenleri, gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi  (Gas
chromatography—mass spectrometry, GC-MS) ile belirlenmistir. Analiz sonucunda
gaz kromatografisi alanimin %95,9'unu temsil eden 23 bilesen tanimlanmistir. Ana
bilesenlerin E-sinnamil sinnamat (%38,8), 3-fenilpropanil sinnamat (%38,1), o-
kadinol (%4,9), oksijenli seskiterpen (%1,9), p-kopaen (%1,4), J-kadinene (%1,4),
trans-4,10-epoksi-amorfan (%1,3), a-kubeben (%1,0), a-muurolen (%1,0) ve benzil
sinnamat (%1,0) oldugu tespit edilmistir. Sigla yaginin Folin-Ciocalteu reaksiyonu ile
6l¢iilen toplam fenolik igerigi ise 79,2 mg/g katesin veya 57,9 mg/g gallik asit esdegeri
olarak Olcllmistiir. Sigla yaginin antioksidan kapasitesi DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikal stiptirme kapasitesi yontemi ile arastirilmis ve 14,8 mg/g troloks

veya 6,0 mg/g gallik asit esdegeri olarak belirlenmistir (Demirtas ve ark., 2023).
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a b

Sekil 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan sigla yagi (a), sigla yagmin mutlak etanol
icerisinde ¢ozdiiriilmesiyle 350 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan stok soliisyonu (b)

3.2. Bakteri Suslari, Kullanilan Besiyerleri ve Kiiltiir Kosullar:

Tez c¢alismasinda, ATCC (American Type Culture Collection) kurulusundan
temin edilen bakteri suslarinin 2 m1’lik vida kapakli 6zel steril kriyo tiiplerde -80°C’de
ultra derin dondurucuda muhafaza edilen %15 oraninda gliserol takviyeli stok
kiiltiirleri kullanilmistir. Kommensal-faydali bagirsak bakterilerinden Bifidobacterium
bifidum ATCC 29521, Bifidobacterium longum ATCC 15697, Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 ve Lactobacillus casei ATCC 393 kullanilmistir. Patojen
bagirsak bakterilerinden ise Clostridium perfringens ATCC 13124, Staphylococcus
aureus ATCC 12600, Escherichia coli ATCC 11775 ve Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 29630 kullanilmstir.
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Fakiiltatif anaerob veya aerotolerant anaerob bakteriler olarak tanimlanan L.
acidophilus ve L. casei de man, Rogosa, Sharpe (MRS, Oxoid Ltd., England) sivi
besiyerinde biiyiitiilmistiir. Fakiiltatif anaeroblardan olan E. coli i¢in Luria-Bertani
(LB) s1v1 besiyeri, S. Typhimurium ve S. aureus igin ise Tryptone Soya Broth (TSB,
Oxoid Ltd., England) besiyeri kullanilmistir. Zorunlu anaerob bakterilerden B. bifidum
%0,05 oraninda sistein ilave edilmis MRS siv1 besiyeri (MRS-C) igerisinde, B. longum
ve C. perfringens ise anaerobik bir besiyeri olan ve kaziton yerine triptikaz pepton
eklenerek modifiye edilen Medyum 2 (Hobson, 1969) icerisinde biiyiitiilmiistiir (Tablo
3.1). Medyum 2’nin igerisinde bir besiyeri bileseni olarak bulunan berrak rumen
stvisint hazirlamak i¢in mezbahaneden rumen igerigi taze olarak alinmis ve termos
kaplar icerisinde laboratuvara transfer edilmistir. Rumen igerigi laboratuvarda steril
gazli bezler ile siizme islemine tabi tutulduktan sonra 15 ml’lik santrifiij (falcon)
tiplerine almarak 3000 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij cihazi rumen igerigini tliptin alt kisminda biriken pelet veya ¢okelti ve bunun
istiindeki siipernatant olmak {izere iki kisima ayirmaktadir. Stipernatant, berrak rumen
stvist olarak kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.2). Hazirlanan
besiyeri (pH 6,7-7,0) su banyosunda 65°C’ye kadar kademeli olarak isitilirken
yaklasik 45 dakika siireyle CO> gaz1 uygulanmis ve boylece igerisindeki oksijenin
uzaklagsmasi saglanmistir (Sekil 3.3). Besiyeri icerisinde bulunan ve bir redoks
potansiyeli indikatorii olan resazurin’in besiyerinin rengini mavimtirak mor renkten
donuk sar1 renge doniistiirmesi ortamdaki oksijenin uzaklastiginin gostergesi olarak
kabul edilmistir (Sekil 3.3). Bu islemden sonra agzi sikica kapatilan ve otoklavlanan
(121°C’de 15 dakika) besiyeri anaerobik kabine (Whitley DG250, Don Whitley, West
Yorkshire, UK) (Sekil 3.5) konulmus ve bakteri inokiilasyonundan 6nce en az bir gece
stireyle kabin icerisinde 37°C’de bekletilmistir. Bakterilerin iiretilecegi agz1 kapakli
cam deney tiipleri de en az 12 saat dncesinde anaerobik kabine yerlestirilmek suretiyle

i¢clerinde bulunan oksijenin uzaklagmasi saglanmistir.
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Tablo 3.1. Zorunlu anaerob bagirsak bakterileri i¢in kullanilan Medyum 2’nin igerigi
(100 ml)

Besiyeri bileseni
Tryptikaz pepton (BD 211921 Bacto™) 1,0g

Maya 0ziitii (Sigma Y 1625) 025¢g
Mineral soliisyon 1* 15 ml
Mineral soliisyon 2** 15 ml
Berrak rumen sivisi 20 ml
Resazurin (Sigma R7017) 0,0001 g
Sodyum laktat (%70 w/v) 10g
Glikoz 02¢g
Maltoz 02¢g
Sellobiyoz (PanReac AppliChem A3196) 02¢g
Sistein HCI (Sigma C7880) 0,05¢g
NaHCOs (Sigma S5761) 04¢g
Deiyonize su 100 mI’ye tamamlayacak miktarda

*Mineral soliisyon 1: 3 g/l KxHPO4 (Sigma P3786)

**Mineral soliisyon 2: 3 g/l KH,POj4 (Sigma P9791), 6 g/l (NH4)>SO4 (Sigma
A4915), 6 g/l NaCl (Sigma S7653), 0,6 g/l MgSO4e7H>0 (Sigma 230391) ve 0,6 g/
CaCl; (Sigma C1016)

Sekil 3.2. Besiyeri bileseni olarak kullanilan rumen sivisi (slipernatant)

Kullanilan bakterilerden fakiiltatif anaerob olan E. coli, S. Typhimurium ve S.

aureus biyogiivenlik kabini Classll A2 (Bilser BLF 2000) igerisinde kapakli cam
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deney tiiplerindeki 10 ml’lik besiyerlerine inokiile edilmis ve inkiibator igerisinde
(Memmert IN160) 37°C’de 24 saat siireyle liretilmistir. Zorunlu anaerob olan diger
bagirsak bakterileri ise anaerobik kabin (Whitley DG250) igerisinde, %80 N2, %10
CO2 ve %10 H; gazlan tarafindan olusturulan anaerobik bir atmosfer altinda kapakli
cam deney tiiplerindeki 10 ml’lik besiyerlerine inokiile edilmis ve 37°C’de 24-48 saat
stireyle bityiitiilmiislerdir. Gozle ayirt edilen bulaniklik disinda densitometrede (Den-
1B, Biosan) McFarland yogunluk degerinin baslangigtaki degere gore (en az yaklasik
McFarland 4,5-5) artis1 (McFarland 7-12) lireme gostergesi olarak kabul edilmistir
(Sekil 3.4).

Sekil 3.3. Besiyerinin karbondioksitle doyurulma igleminin baslangicindaki (a) ve
islem tamamlandiktan sonraki (b) goriinimii
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c

MF-Units

Sekil 3.4. Uremis bakteri siispansiyonlarinda gozle ayirt edilen bulaniklik (a, b) ve
densitometre cihazi ile McFarland optik yogunluk degeri 6l¢iimii (c)

3.3. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Tayini

Sigla yaginin zorunlu anaerob bagirsak bakterileri iizerine MIK degerleri,
Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali’nda bulunan anaerobik kabin (Whitley DG250) (Sekil 3.5) igerisinde, Klinik
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI)
(CLSI, 2016) kriterleri temel alinarak sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir.
Fakiiltatif anaerob olan E. coli, S. Typhimurium ve S. aureus i¢in ise Burdur Mehmet
Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
bulunan biyogiivenlik kabini ClassIl A2 (Bilser BLF 2000) (Sekil 3.6) ve inkiibator
(Memmert IN160) kullanilmistir. Sigla yagi mutlak etanol (=99,8-Sigma 32221)
icerisinde ¢ozdiiriilerek 350 mg/ml konsantrasyonda stok soliisyon hazirlanmistir
(Sekil 3.1 (b)). Kabin igerisinde, hazirlanan stok soliisyondan ilgili bakteri i¢in
kullanilan besiyeri igerisinde 10 farkli konsantrasyon ya da doz olusturacak sekilde
seri diliisyonlar (64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5; 0,25; 0,125 mg/ml) elde edilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda sigla yagi iceren besiyerleri (dillisyonlar) 96-kuyucuklu steril ve

kapakli mikroplakalarin (Corning 3599, Flat Bottom) her kuyucuguna 200 ul

100



miktarinda dagitilmistir (Tablo 3.2). Uzerine bir gece dnce biiyiitiilen 4x10'° hiicre/ml
yogunluktaki (Goker, 2019) bakteri siispansiyonundan 20 pl inokule edilmistir (Tablo
3.2). Her bir 6rnek konsantrasyonu i¢in ii¢ kuyucuk kullanilmis ve her bir test 6rnegi
icin besiyeri kontaminasyon kontrolii ve iireme kontroli (0 konsantrasyon)
kuyucuklart bulundurulmustur (Tablo 3.2). Mikroplakalar anaerobik kabin igerisinde
(E. coli, S. Typhimurium ve S. aureus ise inkiibator icerisinde) 37°C’de 24 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikrobiyal gelisme, Burdur Mehmet
Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
bulunan mikroplaka okuyucu (Epoch, BioTek) kullanilarak 600 nm dalga boyunda

belirlenmistir.

Mikroplaka okuyucu cihazinda bir 151k kaynagi, numuneyi 600 nm dalga boyu
kullanarak aydinlatmakta ve kuyucugun diger tarafinda bulunan bir 151k detektorti,
numunenin 15181 ne kadar absorbe ettigini 6l¢mektedir ve Slgiilen bu degere optik
dansite denilmektedir (ODesoo) (Anonim, 2024). Bakteri inkiibasyon mikroplakasi
kuyucuklarma 200 pl miktarinda konulan farkli konsantrasyonlardaki seri diliisyonlar
da belirli bir miktar 15181 absorbe etmektedir. Bu nedenle bakteri iiremesinden
kaynaklanan net optik dansitenin belirlenmesi i¢in her bir diliisyondan {i¢ kuyucugun
dolduruldugu bakterisiz ‘blank’ mikroplakalar1 olusturulmustur (Tablo 3.3). Net optik
dansite degeri bakteri inkiibasyon kuyucuklarinin optik dansitesinden, blank
kuyucuklarmin optik dansitesinin ¢ikarilmasi1 sonucunda elde edilmistir. ODeoo
degerinin <0,1 olarak bulundugu en diisiik madde konsantrasyonu MIK degeri olarak
kabul edilmistir (Cheow ve ark., 2010). Bununla birlikte optik dansitenin kontrol
dozuna gore (0 mg/ml) istatistiksel olarak diisiik oldugu konsantrasyonlardaki etki
potansiyel antibakteriyal aktivite (Ko ve ark., 2018), yiksek oldugu
konsantrasyonlardaki etki ise stimulatdr (uyarici) etki (Das ve ark., 2015) olarak kabul

edilmistir.
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Sekil 3.5. Calismada kullanilan anaerobik kabin (Whitley DG250, Don Whitley, West
Yorkshire, UK)

Sekil 3.6. Calismada kullanilan biyogiivenlik kabini ClassIl A2 (Bilser BLF 2000)
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Tablo 3.2. Sivi mikrodiliisyon yonteminde kullanilan 96-kuyucuklu inkiibasyon
mikroplakalarinin ¢alismadaki diizeni

1 2
Ao
S
c
0 o
SN
SN
G
H

3

SD+Bak
(0,125)

SD+Bak
(0,125)

SD+Bak
(0,125)

SD+Bak
(0,125)

SD+Bak
(0,125)

SD+Bak
(0,125)

4

SD+Bak
(0,25)

SD+Bak
(0,25)

SD+Bak
(0,25)

SD+Bak
(0,25)

SD+Bak
(0,25)

SD+Bak
(0,25)

5

SD+Bak
(0,5)

SD+Bak
(0,5)

SD+Bak
(0,5)

SD+Bak
(0,5)

SD+Bak
(0,5)

SD+Bak
(0,5)

6

SD+Bak
(1)

SD+Bak
(1)

SD+Bak
(1)

SD+Bak
(1)

SD+Bak
(1)

SD+Bak
(1)

7

SD+Bak
(2)

SD+Bak
(2)

SD+Bak
(2)

SD+Bak
(2)

SD+Bak
()

SD+Bak
(2)

8

SD+Bak
(4)

SD+Bak
(4)

SD+Bak
(4)

SD+Bak
(4)

SD+Bak
(4)

SD+Bak
(4)

9

SD+Bak
(8)

SD+Bak
(8)

SD+Bak
(8)

SD+Bak
(8)

SD+Bak
(8)

SD+Bak
(8)

10

SD+Bak
(16)

SD+Bak
(16)

SD+Bak
(16)

SD+Bak
(16)

SD+Bak
(16)

SD+Bak
(16)

11

SD+Bak
(32)

SD+Bak
(32)

SD+Bak
(32)

SD+Bak
(32)

SD+Bak
(32)

SD+Bak
(32)

12

SD+Bak
(64)

SD+Bak
(64)

SD+Bak
(64)

SD+Bak
(64)

SD+Bak
(64)

SD+Bak
(64)

B: Besiyeri, Bak: Bakteri, SD: Seri dillisyon-Konsantrasyonlar (dozlar, mg/ml)
parantez i¢inde belirtilmistir. 1 numarali siitun: Besiyeri kontaminasyon kontrol, 2
numaral siitun: Ureme kontrol (0 mg/ml konsantrasyon), 3-12 numaral: siitunlar:
Etken maddenin seri dilisyonlariin eklendigi kuyucuklar. Tablodaki farkli renkler
farkli bakterileri temsil etmektedir.
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Tablo 3.3. Sivi mikrodiliisyon yonteminde kullanilan 96-kuyucuklu blank
mikroplakalarinin ¢alismadaki diizeni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A B SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD
(0,125)  (0,25) | (0,5) (1) () (4) (8) (16) (32) (64)

B B SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD
(0,125)  (0,25) | (0,5) (1) () (4) (8) (16) (32) (64)

C B SD SD sD SD sD SD sD SD SD SD
(0,125)  (0,25) | (0,5) (1) () (4) (8) (16) (32) (64)

D

E

F

G

H

B: Besiyeri, SD: Seri diliisyon-Konsantrasyonlar (dozlar, mg/ml) parantez i¢inde
belirtilmistir. 2 numarali siitun: Etken madde eklenmeyen (0 mg/ml konsantrasyon)
kuyucuklar, 3-12 numaral siitunlar: Etken maddenin seri diliisyonlarinin eklendigi
kuyucuklar

3.4. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler Minitab 18 programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Arastirmaya ait veriler varyans analizi ile (one-way ANOVA) degerlendirilmistir.
Bunun ardindan etken madde igcermeyen kontrol grubu (0 mg/ml) ile farkh
konsantrasyonlarda etken madde i¢ceren deneme gruplari arasindaki farkliliklarin 6nem
derecesi Dunnett testi ile belirlenmistir. Onemlilik derecesi olarak P<0,05 diizeyi

kullanilmastir.
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4. BULGULAR

Sigla yagmin faydali-kommensal ve patojen bagirsak bakterileri iizerine
uyarici (stimulator) ve baskilayicl (inhibitor) etkileri Sekil 4.1-4.8’de ve Tablo 4.1°de
verilmistir. Sigla yaginin kommensal (faydali) ve patojen bagirsak bakterileri {izerine
minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri Tablo 4.2°de, etki yiizdeleri ise
Tablo 4.3’de yer almaktadir. Sigla yagi patojen bagirsak bakterilerinden S.
Typhimurium’un biiylimesini 16 mg/ml, S. aureus ve C. perfringens’in biiylimesini
ise 32 mg/ml konsantrasyonda tamamen inhibe etmistir (MIiK). Patojen bagirsak
bakterilerinden E. coli’yi tamamen inhibe etmemis olmakla birlikte 4-64 mg/ml doz
araliginda potansiyel antibakteriyel aktivite gostermistir. Sigla yagi, kommensal
bagirsak bakterilerinin biiylimesi lizerine, uygulanan deneme dozlarinda tamamen
inhibe edici etki olusturmamistir. Ayn1 zamanda faydali bagirsak bakterilerinden B.
longum ve L. acidophilus’un iiremesini sirastyla 1-2 mg/ml ve 0,125-64 mg/ml doz

araliklarinda stimule etmistir.
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Tablo 4.1. Sigla yaginin kommensal (faydali) ve patojen bagirsak bakterileri tizerine etkileri

Optik dansite (ODg0o nm)

Doz Kommensal bakteriler Patojen bakteriler
(mg/ml) Bifidobacterium  Bifidobacterium  Lactobacillus  Lactobacillus | Staphylococcus Escherichia  Salmonella Clostridium
bifidum longum acidophilus casei aureus coli Typhimurium perfringens
0 1,173£0,008 0,367+0,022 0,282+0,021 1,447+0,017 0,892+0,011 0,752+0,026  0,356+0,008 0,492+0,006
0,125 1,147+0,021 0,379+0,010 0,469+0,029*  1,436+0,007 0,857+0,040 0,756+0,009  0,367+0,012 0,456+0,022
0,25 1,147+0,019 0,388+0,012 0,660+0,002*  1,441+0,018 0,751+0,013* 0,764+0,016  0,366+0,013 0,400+0,012%*
0,5 1,128+0,015 0,412+0,005 0,764+0,029*  1,418+0,018 0,705+0,035* 0,748+0,010  0,380+0,015 0,327+0,016%*
1 1,125+0,021 0,439+0,025* 0,831+0,027*  1,415+0,032 0,665+0,040%* 0,774+0,021  0,374+0,008 0,279+0,012%
2 1,114+0,016 0,448+0,020* 0,931+0,020*  1,413+0,020 0,559+0,029* 0,775+0,023  0,391+0,016 0,238+0,015%
4 1,123+0,023 0,432+0,014 0,993+0,013*  1,357+0,029* | 0,427+0,000%* 0,659+0,028* 0,356+0,011 0,183+0,016%*
8 1,131£0,016 0,378+0,022 1,029+0,000*  1,306+0,029* | 0,289+0,016* 0,463+0,014* 0,258+0,002*  0,119+0,007*
16 1,157+0,003 0,197+0,008* 1,096+0,003*  1,163+0,012* | 0,172+0,027* 0,140+0,022%  0,007+0,012*#  0,081+0,003*
32 1,017+0,017* 0,128+0,020* 1,266+0,018*  0,888+0,005* | 0,011+0,020%* 0,138+0,020%  0,000+0,021*  0,015+0,010%*#
64 0,637+0,013%* 0,097+0,016* 0,793+0,002*  0,550+0,010* | 0,000+0,014* 0,127+0,018* 0,000+0,027*  0,000+0,013*

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir. Optik dansitenin istatistiksel olarak (P<0,05) kontrol grubundan (0 mg/ml) farkh
oldugu ayni siitundaki dozlar (konsantrasyonlar) * ile isaretlenmistir. Minimal inhibitdr konsantrasyona (MiK) ait optik dansite degerleri #
ile igsaretlenmistir.
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Tablo 4.2. Si5la yaginin kommensal (faydali) ve patojen bagirsak bakterileri tizerine
minimal inhibitoér konsantrasyon (MIK) degerleri

Bagirsak Bakterileri MIK Degerleri (mg/ml)
Kommensaller (Faydalilar)

Bifidobacterium bifidum -
Bifidobacterium longum -

Lactobacillus acidophilus -

Lactobacillus casei _

Patojenler
Salmonella Typhimurium 16
Staphylococcus aureus 32

Escherichia coli -
Clostridium perfringens 32

“~”: Tamamen inhibe edici etki goriillmemistir.
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Tablo 4.3. Sigla yaginin kommensal (faydali) ve patojen bagirsak bakterileri {izerine etki yiizdeleri (%)

Etki yiizdeleri (%)
Doz Kommensal bakteriler Patojen bakteriler
(mg/ml)  Bifidobacterium  Bifidobacterium  Lactobacillus  Lactobacillus | Staphylococcus Escherichia Salmonella Clostridium
bifidum longum acidophilus casei aureus coli Typhimurium  perfringens
0,125 — — +66,31 — - - - -
0,25 - - +134,04 — -15,80 - - -18,69
0,5 - - +170,92 - -20,96 - - -33,53
1 - +19,61 +194,68 - -25,44 - - -43,29
2 - +22,07 +230,14 - -37,33 - - -51,62
4 - - +252,12 -6,21 -52,13 -12,36 - -62,80
8 - - +264,89 -9,74 -67,60 -38,43 -27,52 -75,81
16 - -46,32 +288,65 -19,62 -80,71 -81,38 -100 -83,53
32 -13,29 -65,12 +348,93 -38,63 -100 -81,64 -100 -100
64 -45,69 -73,56 +181,20 -61,99 -100 -83,11 -100 -100

(132 ¢ 9

[statistiksel olarak énemli olmayan etkiler i¢in isareti kullanilmistir. Potansiyel antibakteriyel etki simgesi ile, uyarici (stimulator)
etki “+” simgesi ile gosterilmistir. Etki yilizdesinin -100 olmasi biliylimenin tamamen inhibe edildigini gostermektedir (Minimal inhibitor
konsantrasyon, MIK).
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4.1. Sigla Yaginin Kommensal (Faydali) Bagirsak Bakterileri Uzerine Etkileri

Arastirmamizda kommensal bagirsak bakterilerinin sigla yagina karsi, patojen
bakterilere gore daha direngli oldugu gozlenmistir (Tablo 4.1-4.3). Sigla yagi
kullanilan faydali bakteri suslar1 {izerine, uygulanan deneme dozlarinda tamamen

inhibe edici etki olusturmamuistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.3).

Sigla yagi, kommensal bakterilerden B. bifidum tizerine 0,125-16 mg/ml doz
araliginda herhangi bir etki olusturmamistir. Sigla yagr 32 ve 64 mg/ml
konsantrasyonlarda ise potansiyel antibakteriyel aktivite gostermekle birlikte tam

inhibisyon olusturmamuistir (Sekil 4.1).

B. bifidum

— —_
[\ L
1 )

HN‘

—_—
1

oo
1

Optik dansite (OD ¢y \m)
= o

S

V)
1

(=)

0 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
Doz (mg/ml)

Sekil 4.1. Sigla yaginin Bifidobacterium bifidum iizerine etkileri. Sonuglar ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir. Optik dansitenin, istatistiksel olarak (P<0,05)
kontrol grubundan (0 mg/ml) farkli oldugu dozlar (konsantrasyonlar) * ile
isaretlenmistir.
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Sigla yagi, 0,125-0,5 mg/ml doz araliginda B. longum iiremesini etkilememis,
1 ve 2 mg/ml dozlarda ise iliml1 bir stimulan etki gdzlenmistir. S6z konusu etki 4
mg/ml dozdan itibaren kaybolmus ve 16 mg/ml’den baslayarak potansiyel
antibakteriyel etkiye donilismiistiir. Bununla birlikte sigla yagi, uygulanan dozlarda B.

longum lizerine tamamen inhibe edici etki olusturmamustir (Sekil 4.2).

B. longum

0,5
0,45 -

sk %

=
~
1

0,35 -

L
W
1

0,25 -

2
(W]
1

0,15 - *

Optik dansite (OD ¢y um)
L

0,05 -
O T T T T T T T T T T 1
0 0125025 05 1 2 4 8 16 32 o4

Doz (mg/ml)

Sekil 4.2. Sigla yaginin Bifidobacterium longum lizerine etkileri. Sonuglar ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir. Optik dansitenin, istatistiksel olarak (P<0,05)
kontrol grubundan (0 mg/ml) farkli oldugu dozlar (konsantrasyonlar) * ile
isaretlenmistir.
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Sigla yagi, L. acidophilus’un biiyiimesini ve ¢ogalmasini kullanilan tiim

konsantrasyonlarda (0,125-64 mg/ml) stimule etmistir (Sekil 4.3).

L. acidophilus

oL L =
~ =)} [ore] —_ S} EES
I I I I I )

ptik dansite (OD ¢ )

C 0,2

0 0125025 05 1 2 4 8 16 32 o4
Doz (mg/ml)

Sekil 4.3. Sigla yaginin Lactobacillus acidophilus tizerine etkileri. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak ifade edilmistir. Optik dansitenin, istatistiksel olarak (P<0,05)
kontrol grubundan (0 mg/ml) farkli oldugu dozlar (konsantrasyonlar) * ile
isaretlenmistir.
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Sigla yagi, L. casei nin iiremesi lizerine 0,125-2 mg/ml doz araliginda herhangi
bir etki gostermemistir. Sigla yag1 L. casei iizerine 4-64 mg/ml doz araliginda
potansiyel antibakteriyel etki gdstermekle birlikte tam inhibisyon olusturmamistir

(Sekil 4.4).

L. casei

14 { S t———

Optik dansite (OD ¢y )

0 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
Doz (mg/ml)

Sekil 4.4. Sigla yaginin Lactobacillus casei lizerine etkileri. Sonuglar ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir. Optik dansitenin, istatistiksel olarak (P<0,05)
kontrol grubundan (0 mg/ml) farkli oldugu dozlar (konsantrasyonlar) * ile
isaretlenmistir.
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4.2. Sigla Yaginin Patojen Bagirsak Bakterileri Uzerine Etkileri

Sigla yagi patojen bagirsak bakterilerinin {liremesi lizerinde uyarici etki
olusturmamistir. Bununla birlikte sigla yaginin c¢esitli dozlarinda potansiyel
antibakteriyel ve/veya inhibitor etkiler gézlenmistir. Sigla yagina karsi en duyarh
patojen bakterinin S. Typhimurium, en direngli patojen bakterinin ise E. coli oldugu

gozlenmistir (Tablo 4.1).

Sigla yagi, E. coli lizerine 4-64 mg/ml doz araliginda potansiyel antibakteriyel
etki gdstermis olmakla birlikte kullanilan dozlarda bu bakterinin biiyiimesi tam olarak

inhibe etmemistir (Sekil 4.5).

E. coli

0,9 -
0,8 -
£0,7 -
a 0,6 -
=05 -
0.4 -
0,3 -
2 0,2 -
0,1 -

O T T T T T T T T T T 1
0 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 o4

Doz (mg/ml)

600

(0)

Optik dansite

Sekil 4.5. Sigla yaginin Escherichia coli lizerine etkileri. Sonuglar ortalama + standart
hata olarak ifade edilmistir. Optik dansitenin, istatistiksel olarak (P<0,05) kontrol
grubundan (0 mg/ml) farkli oldugu dozlar (konsantrasyonlar) * ile isaretlenmistir.

113



Sigla yag1 S. aureus’un biliylimesi iizerine 0,25-16 mg/ml doz araliginda
potansiyel antibakteriyel aktivite gostermis ve 32 mg/ml konsantrasyonda ise S.

aureus’un Uremesini tamamen inhibe etmistir (Sekil 4.6).

S. aureus

205 -

£
“0,4'

O T T T T T T T T T
0 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64

Doz (mg/ml)

Sekil 4.6. Sigla yaginin Staphylococcus aureus iizerine etkileri. Sonuglar ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir. Optik dansitenin, istatistiksel olarak (P<0,05)
kontrol grubundan (0 mg/ml) farkli oldugu konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
MIK: Minimal inhibitdr konsantrasyon
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Sigla yag1 S. Typhimurium lizerine 0,125-4 mg/ml doz araliginda herhangi bir
etki gdstermemistir. Sigla yagi, 8 mg/ml konsantrasyonda S. Typhimurium’a kars1
potansiyel antibakteriyel aktivite gostermis, 16 mg/ml konsantrasyonda ise S.

Typhimurium’un biiylimesini tamamen baskilamistir (Sekil 4.7).

S. Typhimurium

0,3 -

0,2 -

Optik dansite (OD ¢y )
o

0 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
Doz (mg/ml)

Sekil 4.7. Sigla yaginin Salmonella Typhimurium {izerine etkileri. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak ifade edilmistir. Optik dansitenin, istatistiksel olarak (P<0,05)
kontrol grubundan (0 mg/ml) farkli oldugu (dozlar) konsantrasyonlar * ile
isaretlenmistir. MIK: Minimal inhibitdr konsantrasyon
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Sigla yag1 C. perfringens lizerine 0,25 mg/ml dozdan baslayarak potansiyel
antibakteriyel etki gdstermis, 32 mg/ml konsantrasyonunda ise C. perfringens’in

bliylimesini tamamen inhibe etmistir (Sekil 4.8).

C. perfringens

Optik dansite (OD ¢y um)

O T T T T T T T T T
0 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64

Doz (mg/ml)

Sekil 4.8. Sigla yaginin Clostridium perfringens iizerine etkileri. Sonuglar ortalama +
standart hata olarak ifade edilmistir. Optik dansitenin, istatistiksel olarak (P<0,05)
kontrol grubundan (0 mg/ml) farkli oldugu dozlar (konsantrasyonlar) * ile
isaretlenmistir. MIK: Minimal inhibitdr konsantrasyon
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5. TARTISMA

Kommensal bagirsak mikroflorasinin insan sagligi ve hastaliklari iizerinde
onemli etkileri vardir. En agik rollerinden biri enterik bakteriyel patojenlere karsi
koruma saglamaktir (Kim ve ark., 2017). Nitekim saglikli bir kommensal bagirsak
mikrobiyotasi, patojenlerin gastrointestinal sistemi istila etmesini etkili bir sekilde
engellemektedir. Fitokimyasallar hem patojen bakteriler iizerinde antibakteriyel etki
gostererek hem de bagirsak dokusunu patojen istilasindan korumakta ¢ok Onemli
gorevler listlenen kommensal-faydali bakterilerin liremelerini uyararak patojenlerin
bagirsaklarda kolonize olmalarini ve ¢ogalmalarin1 engelleyebilmektedir. Bu durum
fitokimyasallarin patojen mikroorganizma kaynakli enfeksiyonlari ve hastaliklar
onleme ve tedavi etme konusunda olduk¢a onemli bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Ote yandan bakteriyel enfeksiyonlarin ve hastaliklarm tedavisinde
cogunlukla tek secenek olan antibiyotik kullaniminin tedaviyi kisitlayan ve insan
saghigin1 tehdit eden etkileri dikkate alindiginda antibiyotiklere alternatif yeni
stratejilerin kesfedilmesi ve gelistirilmesi kiiresel insan sagligi acisindan biiyiik bir
Oonem tasimaktadir. Antibakteriyel etki agisindan sadece patojen bakterileri hedef alan,
kommensal-faydali bakterilerin iiremesi iizerinde etkisiz olan veya uyarici etki
gosteren ve bakterilerde diren¢ gelisimine neden olmayan fitokimyasallar,
antibiyotiklere alternatif yeni stratejiler olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.
Kommensal-faydali bakteriler konak¢iya metabolik, trofik, koruyucu ve nérolojik
gorevler bagliklar altinda inceledigimiz sayisiz fayda saglamaktadir. Fitokimyasallar
kommensal bakterilerin iiremesi lizerine uyarict etkiler gostererek dolayli yoldan
konakg1 iizerindeki faydali gorevlerinin gergeklesmesine olanak tanimaktadir. Tez
caligmasinda bu bakis acgisiyla iceriginde bir¢ok fitokimyasali barindiran sigla yaginin
dort farkli patojen bagirsak bakterisi ve dort farkli kommensal-faydali bagirsak

bakterisi lizerindeki olas1 uyarici ve baskilayici etkileri arastirilmistir.

Patojen Gram pozitif bakterilerden C. perfringens toprak, gidalar ve
kanalizasyon gibi ¢esitli ortamlarda bulunabilmektedir. Ayni zamanda hasta ve
saglikli insan ve hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinin da bir bilesenidir. C.
perfringens, insanlarda ve hayvanlarda gazli kangren ve gida zehirlenmesi gibi 6nemli

sistemik hastaliklara ve gidayla ilgisi olmayan ishal, enterit ve enterokolit gibi ciddi



bagirsak hastaliklarina neden olabilmektedir. C. perfringens suslarinin, hastalik
seyrinin ana viriilans faktorleri olarak kabul edilen 20°den fazla toksin salgiladig:
bilinmektedir. C. perfringens tiirleri anaerobik bakteri topluluguna aittir. Ancak
oksijen varliginda ve diisiik siiperoksit konsantrasyonlarinda hayatta kalabilmektedir.
C. perfringens’in nesilleri arasindaki siirenin kisa olmasi, toksinlerini ve 1siya
dayanikli sporlarin1 ¢oklu tiretim kabiliyetine sahip olmasi, bir¢ok viriilans geninin
mobil genetik elementler iizerindeki konumu ve farkli ekolojik nislerde yasayabilmesi,
bu patojeni halk sagliginin korunmasi i¢in ¢ok 6nemli bir hedef haline getirmektedir.
Ayrica C. perfringens suslarinin artan antibiyotik direnci de bu patojenle ve neden
oldugu hastaliklarla ilgili endiseleri arttirmaktadir (Grenda ve ark., 2023). Diger bir
Gram pozitif bagirsak patojeni olan S. aureus ise bagisiklik sistemi baskilanmis veya
gastrektomi gibi predispozan kosullari olan kisilerde, antibiyotik kullanim1 olsun veya
olmasi antibiyotikle iligkili ishal ve enterokolit gelisimine neden olabilmektedir (Lin
ve ark., 2010). S. aureus genellikle kommensal mikrobiyotanin bir parcasi olarak
gorev yapsa da, metisiline direngli S. aureus (MRSA) gibi antibiyotige direncli
suslarin ortaya ¢ikisi klinik tipta kiiresel bir sorun haline gelmistir (Liu ve ark., 2024).
MRSA, nozokomiyal ve postoperatif enfeksiyonlarin yaygin nedenlerinden biridir.
Postoperatif hastalarda gelisen MRSA enteriti, 6zellikle gastrointestinal cerrahiyi
takiben genellikle siddetlidir ve bazen 6liimciil olabilmektedir (Okii ve ark., 2006). Bu
calismada sigla yagi her iki patojen {lizerine de 0,25-16 mg/ml konsantrasyon
araliginda potansiyel antibakteriyel etki gostermis ve 32 mg/ml dozda ise biiylimeyi
tamamen inhibe etmistir. Sigla yaginin C. perfringens lzerine etkileri ile ilgili
herhangi bir literatlire rastlanmamistir. Bununla birlikte L. orientalis Mill.
yapraklarindan elde edilen eterik yagin C. perfringens ATCC 10388 susunu >5 mg/ml
konsantrasyonda inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica klortetrasiklin antibiyotiginin ayni
sus lizerine MIK degerinin de >5 mg/ml oldugu gozlenmistir (Altop, 2013). Sigla
yagmin bagirsak kokenli S. aureus suslar lizerine etkileriyle ilgili de c¢aligmaya
rastlanmamis olmakla birlikte siit toplama tanklarinin paslanmaz gelik ylizeyine
uygulanan S. aureus ATCC 25923 susunun iiremesinin, %5, %10, %15 ve %20
dozlarda tatbik edilen sigla yagimin %5 konsantrasyonundan itibaren baskilandigi
bildirilmistir (Keyvan ve Savas, 2021). Bu tez ¢alismasinda S. aureus i¢in gozlenen

MIK degeri (32 mg/ml) %3,2’lik bir konsantrasyona karsilik gelmektedir ve bu doz
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ilgili c¢alismada arastirilmadigindan MIK degerleriyle ilgili bir kiyaslama
yapilamamaktadir. Bununla birlikte tez c¢alismamizda 64 mg/ml (%6.4)
konsatrasyonda da S. aureus {remesinin inhibe edildigi go6z Oniinde
bulunduruldugunda, ¢alisma sonuclarinin bu acgidan uyumlu oldugu goriilmektedir.
Sagdic ve ark. (2005) ise sigla yaginin %10, %1, %04, %02 ve %0,1
konsantrasyonlarda yirmi farkli bakteri susu iizerindeki antibakteriyel etkisini
inceledikleri calismada, %10 konsantrasyonda uygulanan sigla yaginin S. aureus
Cowan 1’in biliylimesini inhibe ettigini bildirmislerdir. Seyreltilmis 200 pg serbest
sigla yagiin ve farkli konsantrasyonlarda (agirlikca %1, %2 ve %3) sigla yag ile
yiiklenmis polilaktik asit/kitosan (polylactic acid/chitosan, PLA/CS) bazl1 3D baskili
iskelelerin antibakteriyel aktivitesinin agar disk difiizyon testleri ile degerlendirildigi
calismada, PLA/CS bazli 3D baskili iskelelerin test edilen bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite gostermedigi ve serbest sigla yagi tarafindan tiremesi baskilanan
tek bakterinin S. aureus ATCC 29213 oldugu bildirilmistir (Cakmak ve ark., 2023).
Ilgili sonuglarm bu ¢alismanim bulgulari ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Ustaoglu
(2019) tarafindan mikrodiliisyon yontemiyle yapilan diger bir antimikrobiyal aktivite
degerlendirmesinde ise sigla yagi 250 pg/ml konsantrasyonda S. aureus ATCC 25923
susunun liremesini inhibe etmistir. Calismamizda S. aureus ATCC 12600 susu i¢in
tespit edilen MIK degeri 32 mg/ml’dir. Iki ¢alismanin sonuglari arasindaki bu
farkliligin, kullanilan S. aureus suslarmin farkli olmasindan kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Nitekim Flandrois ve ark. (1988), S. aureus ATCC 12600 susunun
vankomisin ve LY 146032 antibiyotiklerinin 6ldiiriicii etkisine kars1 S. aureus ATCC
25923 susuna gore daha direngli oldugunu rapor etmistir. Yukarida da belirtildigi tizere
bu ¢alismada sigla yag tarafindan iiremesi inhibe edilen C. perfringens ve S. aureus
Gram pozitif karakterde bakterilerdir. Caligmamizda kullanilan sigla yaginin rumen
mikrobiyotast ve fermantasyonu tizerine etkileri ile ilgili daha 6nce yapilan in vitro
denemede de asetat lireten ve Gram pozitif karakterde olan Ruminococcaceae,
Atopobiaceae ve Eggerthellaceae aileleri ile Ruminococcus 2, Ruminococcaceae
UCG-013, Syntrophococcus, Kandleria, Lachnospiraceae ~ UCG-002 ve
Lachnospiraceae UCG- 006 bakteri cinslerinin 500 mg/1 (0,5 mg/ml) dozda uygulanan
sigla yagina duyarli olduklar1 ve miktarlarinin azaldig bildirilmistir (Demirtas ve ark.,

2023).
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E. coli, genellikle cevrede, gidalarda ve sicakkanli hayvanlarin kalin
bagirsaklarinda yasayan Gram negatif, spor olusturmayan, cubuk seklinde, fakiiltatif
anaerobik ve koliform bir bakteri tiirlidiir (Basavaraju ve Gunashree, 2022). E. coli'nin
patojenik varyantlar1 (patotipler) diinya capinda ¢ok sayida morbidite ve mortaliteye
sebep olmaktadir (Croxen ve ark.,2013). Patotiplerden olan enterotoksijenik F.
coli’nin (ETEC) gelismekte olan iilkelerde 5 yasin altindaki ¢ocuklarda en sik izole
edilen bakteriyel enteropatojen oldugu, ishal vakalariin yaklasik %20’sinden sorumlu
oldugu ve bunun her y1l birkag yiiz milyon ishal vakasina ve on binlerce 6liime esdeger
oldugu rapor edilmistir (Qadri ve ark., 2005). ETEC ayrica ziyaret edilen bolgeye baglh
olarak genel enfeksiyonlarin %10-60’11 olusturan seyahat ishallerinin en yaygin
nedenidir ve her yil ETEC nedeniyle 10 milyon seyahat ishali vakasinin goriildigi
tahmin edilmektedir (Black, 1990; Clements ve ark., 2012). Calismamizda sigla yagi
E. coli izerine 4 mg/ml’den baslayarak potansiyel antibakteriyel aktivite gostermekle
birlikte kullanilan dozlarda bu bakterinin iiremesini tamamen inhibe etmemistir.
Benzer sekilde, sigla yaginin %10, %1, %0,4, %0,2 ve %0,1 konsantrasyonlarda
hemorajik kolit, hemolitik iiremik sendrom ve trombotik trombositopenik purpuraya
neden olan ve dliime yol agabilen gida kaynakli bulasici patojen E. coli O157:H7
lizerine antibakteriyal etkileriyle ilgili yapilan deneme sonucunda, sigla yaginin
uygulanan higbir konsantrasyonda ilgili bakteri {izerine inhibisyon olusturmadigi
bildirilmistir (Alemdar ve Agaoglu, 2016; Sagdi¢ ve ark., 2005). Seyreltilmis 200 pg
serbest sigla yaginin ve %1-3 konsantrasyondaki sigla yagi ile yiliklenmis polilaktik
asit/kitosan (PLA/CS) bazli 3D baskili iskelelerin antibakteriyel aktivitesinin
degerlendirildigi ¢aligmada da serbest sigla yaginin ve PLA/CS bazli 3D baskili
iskelelerin E. coli ATCC 25922 susu lizerinde etkisiz oldugu gozlenmistir (Cakmak ve
ark., 2023).

Salmonella cinsi, Enterobacteriaceae familyasina ait Gram negatif, spor
olusturmayan, ¢ubuk seklinde ve fakiiltatif anaerob olan bakterilerden olugsmaktadir
(Fabrega ve Vila, 2013). Salmonella, diinya g¢apinda yilda 115 milyon insan
enfeksiyonuna ve 370.000 6liime neden oldugu tahmin edilen 6nemli bir gida kaynakli
patojendir. Yiizey antijenlerinin benzersiz kombinasyonuna dayali olarak Salmonella

cinsi, 2659 serovar halinde siniflandirilmistir. Bunlar arasinda Salmonella enterica
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serovar Typhimurium ve serovar Enteritidis, insan tifo dis1 salmonellozun en yaygin
nedensel ajanlaridir (Qin ve ark., 2022). S. enterica serovar Typhimurium hem
insanlar1 hem de hayvanlar1 enfekte eden birincil enterik patojendir. Enfeksiyon,
kontamine yiyecek veya suyun tiiketilmesiyle baslamakta ve boylece Salmonellalar
bagirsak epiteline ulasarak salmonellozu tetiklemektedir (Fabrega ve Vila, 2013). S.
Typhimurium enfeksiyonlarinin halk sagligina etkisi, bu serovarla iligkili yliksek
orandaki antimikrobiyal diren¢ nedeniyle giderek artmaktadir (Graziani ve ark., 2008).
Calismamizda kullandigimiz S. enterica serovar Typhimurium ATCC 29630 susunun
sigla yagma en duyarl bakteri oldugu gozlenmis olup sigla yagi 16 mg/ml (%1,6)
konsantrasyondan itibaren bu patojen susun iliremesini tamamen inhibe etmistir.
Benzer sekilde, Avunduk ve Kacar (2013) tarafindan yapilan arastirmada CH>Cl
icerisinde ¢Ozdiiriilmiis olan ve %10, %1, %0,4, %0,2 ve %0,1 konsantrasyonlarda
uygulanan sigla yag ekstrakti, %10 ve %1 konsantrasyonlarda S. Typhimurium CCM

583 susunun iiremesini inhibe etmistir.

Bu tez calismasinda si8la yaginin bagirsak patojenleri lizerine olan inhibitor ve
potansiyel antibakteriyel etkilerinden igeriginde bulunan fitokimyasallarin sorumlu
olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha 6nce yapilan icerik analizi sonucunda (Demirtas
ve ark., 2023), kullanilan sigla yagindan ekstrakte edilen eterik yagdaki iki baskin
bilesigin E-sinnamil sinnamat (%38,8) ve 3-fenilpropanil sinnamat (%38,1) oldugu
goriilmiistiir. Total gaz kromatografisi alaninin %4,9 unu olusturan ve torreyol ismiyle
de bilinen d-kadinol, %1,4’iinli olusturan d-kadinene, %1,0’ini olusturan a-kubeben
ve %1,0’in1 olusturan benzil sinnamat bilesiklerinin sigla eterik yagmin diger ana
bilesenlerinden olduklar1 tespit edilmistir. Sinnamik asit esterlerinin antimikrobiyal
etkileri ise daha once yapilan ¢aligmalarda rapor edilmistir (Guzman, 2014; Sova,
2012; Tawata ve ark., 1996). Ayrica Mahajan ve ark. (2007), E-sinnamil sinnamatin
100 pg/disk konsantrasyonda S. aureus, S. Typhimurium ve E. coli patojenlerine kars1
antibakteriyel aktivite gosterdigini bildirmistir. Solis ve ark. (2004) tarafindan yapilan
calismada oJ-kadinol, d-kadinene ve a-kubeben bilesiklerinin S. aureus, B. subtilis, E.
coli, P. aeruginosa ve Streptococcus pyogenes patojen bakterileri iizerinde 6 ila 12

mm araliginda degisen ¢aplarda inhibisyon bdlgesi olusturdugu gozlenmistir. Morais
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ve ark. (2023) ise benzil sinnamatin Streptococcus aureus, Streptococcus epidermidis

ve P. aeruginosa patojenlerine karsi antibakteriyel etki gosterdigini tespit etmistir.

Eterik yaglarin ¢ok sayida bilesenden olustugu goz Oniine alindiginda,
antibakteriyel aktivitelerinin belirli bir etki bi¢iminden kaynaklanmamas1 ve bakteri
hiicresindeki ¢esitli hedefleri icermesi olasidir. Bununla birlikte ¢ogu eterik yagin
antimikrobiyal aktivitelerini; elektron tasinmasi, iyon gradyanlari, protein
translokasyonu, fosforilasyon ve diger enzime bagl reaksiyonlar dahil olmak iizere
bakteri hiicre zariyla iliskili siireclerle etkilesime girerek gosterdigine inanilmaktadir
(Benchaar ve ark., 2008). Alvarez-Martinez ve ark. (2021) tarafindan, 2016'dan 2021'e
kadar olan dénemde incelenen eterik yaglarin cesitli bakteriler iizerindeki MIiK
degerleri ve bunlar icin Onerilen antibakteriyel etki mekanizmalari listelenmistir. Bu
calismada da eterik yaglarin antimikrobiyal etkilerinden sorumlu temel
mekanizmanin, plazma zar1 biitiinliiglinlin bozulmas1 ve bunun ardindan hiicre

igeriginin sizmasiyla iligkili oldugu gorilmiistir.

Genel olarak, Gram pozitif bakteriler eterik yaglara ve diger antibakteriyel
bilesenlere karsi daha hassas olma egilimindedir. Bunun bir nedeni, Gram pozitif
bakteri hiicre duvart yapisinin daha basit olmasi ve bu sayede antibakteriyel
bilesiklerin hiicreye girmesinin ve lizerinde calisacaklar1 hedefleri bulmasinin daha
kolay olmasidir. Ayrica Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari, daha fazla alanin
amino asiti igermektedir, bdylece Gram negatif bakterilere kiyasla eterik yaglar gibi
polar olmayan bilesikleri daha iyi baglayabilmektedir (Aisyah ve ark., 2021). Eterik
yaglarin, hidrofobik yapilari sayesinde bakteri hiicre zarlarinin lipitlerine kars1 yiiksek
bir afiniteye sahip olmasi da hiicreye girisi kolaylastirmaktadir (Benchaar ve ark.,
2008). Gram negatif bakterilerin hiicre duvar1 ise daha karmasiktir. Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarindan daha ince olan 2-3 nm kalinliginda bir peptidoglikan
tabakasina sahiptir ve peptidoglikan tabakasinin diginda bir dis zar bulunmaktadir. D1
zarin varligi, Gram negatif bakterileri Gram pozitif bakterilerden ayiran onemli
ozelliklerden biridir. Dis zar ¢ift katmanli fosfolipitlerden, cesitli proteinlerden ve
lipopolisakkaritlerden (LPS) olusmaktadir. LPS, ¢ekirdek polisakkarit olan lipid A ile
Gram negatif bakterilerin eterik yaglara ve antimikrobiyal aktiviteye sahip diger dogal

oOziitlere kars1 daha direngli olmasini saglayan O-yan zincirinden olusmaktadir. Dis
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zardan gecis genellikle, hidrofobik maddelerin girisini engelleyen porinler ad1 verilen
hidrofilik kanallardan gerceklesmektedir. Bu Gram negatif bakterilerin hidrofobik
antibiyotiklere ve toksik ilaglara karsi nispeten direngli olmasinin bir nedenidir. Kiigiik
hidrofilik ¢6ziinen maddeler, bu i¢i su dolu protein kanallar1 aracilifiyla dis zardan
gecebilmektedir, ancak dis zar hidrofobik molekiillere karsi neredeyse tamamen
gecirimsizdir (Nazzaro ve ark., 2013). Bununla birlikte molekiiler minimal izdiisiim
alan1 porin kanallarindan ge¢mek i¢in yeterince kii¢lik olan ve/veya yeterli molekiiler
esneklige sahip olan hidrofobik bilesiklerin de dis zardan gecebilecegi bildirilmistir
(Acosta-Gutiérrez ve ark., 2021). Ornegin timol ve karvakrol gibi diisiik molekiiler
agirliga sahip pekcok eterik yagin Gram negatif bakterilerin hidrofilik hiicre duvarina
penetre olabildigi rapor edilmistir (Calsamiglia ve ark., 2007). Ayrica baz1 eterik
yaglarin dis zar parcalama kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir (Lopez-Romero
ve ark., 2015). Ornegin yine timol ve karvakroliin Gram negatif bakterilerden E. coli
ve S. Typhimurium'un dis zarini pargaladigi ve dis zarla iliskili LPS’yi hiicrelerden dis
ortama saldig1 rapor edilmistir. Ayni calismada eterik yaglar E. coli'nin hiicre i¢i ATP
havuzunu azaltmis ve ayrica hiicre dist ATP'yi artirmistir. Bu, ilgili eterik yaglarin
hiicre plazma membrani biitiinliiglinii de bozdugunu gostermektedir (Helander ve ark.,
1998). Yakin zamanda yapilan bir¢cok arastirmada eterik yaglarin hem Gram pozitif
hem de Gram negatif patojen bakteriler lizerinde antimikrobiyal etkiler gosterdigi
bildirilmistir. Bu arastirmalarda bazi eterik yaglarin Gram pozitif bakterilere karsi
daha giiclii etki gosterdigi (Abd Wahab ve ark., 2022; Akarca ve Sevik, 2021; Dalli ve
ark., 2021; Walasek-Janusz ve ark., 2022), bazilarinin Gram negatif bakteriler
tizerinde daha etkili oldugu (Lopez-Romero ve ark., 2015; Rayes Kamel ve ark., 2022;
Silva ve ark., 2021) ve bir kisminin her ikisine de benzer sekilde etki ettigi (Moukhles
ve ark., 2022; Semeniuc ve ark., 2017) rapor edilmistir. Bu tez ¢alismasinda s1gla yagi
hem Gram pozitif hem de Gram negatif patojen bakteriler lizerine inhibe edici etki
gbstermistir. Minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri dikkate alindiginda
sigla yagmin her iki bakteri grubuna da benzer sekilde etki ettigi sonucuna
varilabilmektedir. Dolayisiyla sigla yaginin antibakteriyel etkisine aracilik eden
mekanizmalardan birinin, igerisinde bulunan eterik yagin bakterilerin hiicre duvarlari

ve plazma zarlan ile etkilesime girerek plazma zari biitiinliiglinii bozmasi, bunun
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ardindan hiicre igeriginin disartya sizmasi ve bdylece hiicre fizyolojisinin inhibe

edilmesi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez ¢alismasinda kullanilan sigla yaginin fenolik bilesiklerce de zengin oldugu
ve total fenolik igeriginin 79,2 mg/g katesin esdegeri veya 57,9 mg/g gallik asit
esdegeri oldugu rapor edilmistir (Demirtas ve ark., 2023). Fenolik bilesiklerin
antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Patra ve Saxena, 2011). Sigla
yaginin baskin miktarlarda igcerdigi ¢esitli fenolik bilesiklerin antibakteriyel etkileri de
rapor edilmistir. Askun ve ark. (2021) tarafindan iki farkli sigla yagi 6rneginde ana
flavonoid bilesigi olarak tespit edilen juglonun E. coli ve S. aureus bakterileri tizerinde
giiclii baskilayici etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Ynag Guang ve ark., 2018). Diger
bir ¢alismada juglon, S. aureus'un biiytimesini 1.000 pg/ml konsantrasyonda inhibe
etmistir. Arastirmacilar juglonun, membran biitiinliigiinii bozarak ve bdylece protein
sizintisina neden olarak S. aureus'un biiylimesini inhibe ettigini belirtmistir. Ayrica
juglon alt inhibitor konsantrasyonlarda S. aureus'un biyofilm olusumunu, a-hemolizin
ekspresyonunu, hemolitik aktivitesini ve proteaz ve lipazlarmin {iretimini inhibe
etmistir (Wan ve ark., 2023). Juglon (1.000 pg/ml konsantrasyona sahip 50 pl juglon)
Kunming farelerindeki enfekte yaralara uygulandiginda, S. aureus sayisini 6nemli
Olciide azaltmis, inflamatuar aracilarin (TNF-a, IL-6 ve IL-1P) ekspresyonu tizerinde
onemli bir inhibitor etki gostermis ve yara iyilesmesini desteklemistir (Wan ve ark.,
2023). iki farkli juglon tiirevinin antibakteriyel ve antibiyofilm aktivitelerinin
arastirildigr ¢calismada juglon tiirevleri, enterik patojenlerden olan ¢oklu ilaca direncli
ve biyofilm fiireten E. faecalis suslarma karsi antibakteriyel etki gostermis, E.
faecalis'in biyofilm olusumunu inhibe etmis ve Onceden olusturulmus biyofilm
yapisininin bozulmasini saglamistir (Niaz ve ark., 2022). Zmantar ve ark. (2016)
tarafindan yapilan arastirmada juglon, 32 ila 256 pg/ml arasinda degisen MIK
degerleri ile S. aureus’un farkli suslarina kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir. Ek
olarak bakterilerden etidyum bromiiriin disa atimi, juglon konsantrasyonuna bagh
olarak inhibe edilmistir. Juglon antibiyotik veya dezenfektanla birlikte kullanildiginda
ise disa atim pompalarmin inhibisyonu yoluyla hiicrelerde kimyasal bilesiklerin
birikmesine yol acarak ilgili ilaglara kars1 bakteriyel duyarliligi arttirmis ve antibiyotik

direnci modiilatorii olarak gorev almistir. Askun ve ark. (2021) tarafindan
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gerceklestirilen iki farkli sigla yagi 6rneginin analizi sonucunda her iki 6rnekte de,
major flavonoid bilesenlerden oldugu goriilen naringeninin ve mindr flavonoid olarak
tespit edilen vanilik asitin patojen bakteriler {izerinde antibakteriyel etki gosterdigini
rapor eden calismalar da bulunmaktadir. Naringenin S. aureus ATCC 12600, E. coli
O517:H7 ATCC 43895, S. Typhimurium ATCC 14028 ve Enterobacter sakazakii
ATCC 51329 patojen bakteri suslarinin biiylimesini 2,5 mmol/l konsantrasyonda
inhibe ederken Vibrio parahemolyticus ATCC 17802 patojen susunun biiylimesini 1
mmol/l konsantrasyonda inhibe etmistir (Xie ve ark., 2017). Vanilik asit 0,8 mg/ml
konsantrasyonda biyofilm olusturabilen enterik patojenlerden olan karbapeneme
direncli Enterobacter hormaechei’nin (CREH) iiremesini baskilamistir. Vanilik asit
CREH bakterilerinde hiicre zar1 biitlinliigiinii bozarak hiicre i¢i ATP’nin, pH’1n ve
membran potansiyelinin azalmasina neden olmustur. Ek olarak vanilik asit CREH
bakterilerinin biyofilm olusumu tizerinde kayda deger bir inhibitor etki gostermis ve

ayrica biyofilmlere gdmiilii olan CREH hiicrelerini 6ldiirmiistiir (Qian ve ark., 2020b).

Probiyotik kelimesi Yunanca kokenli olup “yasam i¢in” anlamina gelmektedir.
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization, FAO)
ve Diinya Saghk Orgiiti'ne gore probiyotikler, “yeterli miktarda uygulandiginda
konakg¢iya saglik agisindan fayda saglayan canli mikroorganizmalar” olarak
tanimlanmaktadir. Laktik asit bakterilerinden olan Lactobacillus spp. ve
Bifidobacterium spp. en sik kullanilan probiyotik ajanlardan ikisidir (Kazmierczak-
Siedlecka ve ark., 2021). Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri karbonhidrat
metabolizmasinin son iirlinleri olarak basta asetat ve laktat olmak {izere organik asitler
tretmektedir ve bu organik asitler, ¢apraz besleme etkilesimleri yoluyla diger kolon
bakterileri tarafindan biitirata dontstiiriilebilmektedir (Riviere ve ark., 2016). Farelere
agizdan verilen iki farkli L. acidophilus probiyotik susunun KZYA {ireticileri olan
Blautia, Roseburia ve Anaerotruncus’un goreceli bollugunu arttirmasi s6z konusu
capraz besleme etkilesimini desteklemektedir (Yan ve ark., 2019). Organik asitler
ayrica S. Typhimurium ve E. coli gibi Gram negatif patojen bakterilerin liremesi ve
bagirsak hiicrelerini istilas1 iizerine inhibitdr aktiviteye sahiptir (Makras ve ark., 2006;

Makras ve Vuyst, 2006).
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Bifidobacterium tiirleri Gram pozitif ve zorunlu anaerobik 6zelliktedir ve esas
olarak memelilerin, kuslarin ve bdceklerin gastrointestinal kanalinda bulunmakla
birlikte kanalizasyonda, anne siitiinde, fermente siitte, peynirde ve su kefirinde de
bulunabilmektedir. Bifidobacteria insan gastrointestinal sistemini kolonize eden ilk
bakteriler arasindadir ve yasamin ilk 12 aymda kolonda en yiiksek oranina (vajinal
yolla dogan ve anne siitilyle beslenen bebeklerde toplam kolon mikrobiyotasinin
%90'ma kadar) ulasmaktadir. Bu bolluk yetigkin bireylerde zamanla %5’in altindaki
seviyelere kadar diismekte ve yaghlarda daha da azalmaktadir. Genel olarak,
bebeklerde B. bifidum ve B. longum baskin tiirler iken, B. adolescentis ve B. longum
yetiskin bagirsak mikrobiyotasina hakimdir (Rivieére ve ark., 2016). Bifidobacterium
suslar1 cesitli patojenlere kars1 antibakteriyel etkiler gostermektedir ve bazilar1 ¢oklu
ilaca direngli patojenlerin inhibisyonunu da saglayabilmektedir. Ek olarak bazi
suslarin, virilisiin hiicrelere yapismasini engelleyerek ve viral titreyi diigiirerek antiviral
etki gosterdigi de rapor edilmistir (Lim ve Shin, 2020). insan kolonundaki
Bifidobacterium tiirlerinin goéreceli bollugundaki azalma, antibiyotikle iligkili ishal,
inflamatuar bagirsak hastaligi, irritabl bagirsak sendromu, obezite, alerji ve gerileyici
otizm ile iliskilendirilmistir (Di Gioia ve ark., 2014; Grimm ve ark., 2014). Azalan
Bifidobacteria sayilarini hastaliklarla iligkilendiren bilimsel kanitlar bu bakterilerin
yetigskinlerdeki nispeten diisiik sayisal bolluklarina kiyasla bagirsaklarda ve insan
viicudunun diger birgok bolgesinde orantisiz derecede biiyiik bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (Riviere ve ark., 2016). Sigla yagi bu ¢aligmada kullanilan dozlarin
hicbirinde B. bifidum ve B. longum kommensal bakterilerinin liremesi lizerine
tamamen inhibe edici etki gostermemistir. Ayrica sigla yaginin 1 ve 2 mg/ml

konsantrasyonlari, B. longum’un liremesi lizerine 1liml1 bir stimulan etki géstermistir.

Lactobacillus spp. agizda, gastrointestinal sistemde ve disi genitoiiriner
sistemde yaygin olarak bulunmaktadir. Laktobasiller Firmicutes filumuna ait ¢cubuk
seklinde, spor olusturmayan Gram pozitif bakterilerdir. Cogu laktobasil tiirii fakiiltatif
anaerob olmakla birlikte insanlardan izole edilen tiirlerin %20’sinin zorunlu anaerob
oldugu bilinmektedir (Slover ve Danziger, 2008). Lactobacillus spp. ve insanlar
arasindaki iligki karsilikl bir iliskidir. Lactobacillus spp. barinma ve besin karsiliginda

konakgiya belirli diyet substratlarinin sindiriminde yardim saglamanin yami sira
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bakteriyosin, laktat ve asetat iretimi yoluyla patojenlere karst koruma da
saglamaktadir (Dempsey ve Corr, 2022; Slover ve Danziger, 2008). Sigla yagi,
calistigimiz tiim dozlarda L. acidophilus’un iiremesini uyarmistir. L. casei kommensal
bakterisinin iiremesi iizerine 4 mg/ml konsantrasyondan baslayarak potansiyel
antibakteriyel aktivite gdstermis olmakla birlikte calisilan hi¢bir konsantrasyonda

tamamen inhibitor etki gostermemistir.

Sigla yaginin Bifidobacterium ve Lactobacillus tirleri iizerine etkisinin
arastirildigr herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Ancak L. orientalis Mill.
yapraklarindan elde edilen eterik yag, L. acidophilus ATCC 11975 susunun
biiyiimesini 12 mg/ml konsantrasyonda inhibe etmis, klortetrasiklin antibiyotiginin ise
aymi susu 1 mg/ml MiK degerinde baskiladig: goriilmiistiir. Aym calismada yaprak
eterik yaginin, E. coli, S. aureus, S. Typhimurium ve C. perfringens patojenleri
tizerindeki MIK degerlerinin (sirastyla 0,6; 0,4; 1 ve >5), L. acidophilus kommensal
bakterisi igin gézlenen MIK degerine kiyasla oldukea diisiik oldugu tespit edilmistir
(Altop, 2013). Bu durum L. acidophilus’un s1gla yaprag eterik yaginin antibakteriyel
etkisine kars1 patojenlere kiyasla daha fazla diren¢ gosterdigini ortaya koymaktadir.
S6z konusu calisma bu yoniiyle tez bulgularimizla uyumludur. Bagirsaklardaki bazi
yararli bakterilerin bitki eterik yaglar1 ve fenolik bilesiklerinin antibakteriyel etkilerine
kars1 patojenlere kiyasla daha direngli olduklar1 rapor edilmistir (Ahn ve ark., 1998;
Jeong ve ark., 2009a). Ornegin okyanus mersini (Leptospermum scoparium) bitkisinin
tohumlarindan elde edilen eterik yag, kagit disk agar diflizyon deneyinde C. difficile
ve C. perfringens enterik patojenlerinin biiyiimesini gii¢lii bir sekilde inhibe etmis
ancak bagirsak kommensallerinden Bifidobacterium breve, B. longum ve L. casei
bakterilerinin biiytimesini baskilamamustir (Jeong ve ark., 2009a). Diger bir ¢alismada
Galla Rhois'den ekstrakte edilen tanenlerden biri olan gallik asitin bagirsak patojen
bakterilerinden C. perfringens, Clostridium paraputrificum, Eubacterium limosum, B.
fragilis, S. aureus ve E. coli’yi inhibe ederken bifidobakteri ve laktobasil gruplarini
etkilemedigi goriilmiistiir (Ahn ve ark., 1998). Hua ve ark. (2021) tarafindan yapilan
in vivo denemede ise dekstran siilfat sodyum araciligiyla ilseratif kolitli fare modeli
olusturulmus ve iilseratif kolitli farelere gavaj ile 10 giin boyunca giinde bir kez 0,25

veya 1 mg/kg dozunda juglon verilmistir. Ulseratif kolit modeli olusturulan farelerde,
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kommensal bakterilerden Lactobacillus ve Bifidobacterium miktariin azaldigi ve
patojenlerden Escherichia-Shigella ve Desulfovibrio miktarinin arttigi goézlenmistir.
Juglon uygulamasi bu degisimleri tersine ¢evirerek dekstran siilfat sodyumun neden
oldugu patolojik hasar1 1iyilestirmis ve {ilseratif koliti hafifletmistir. Juglonun
Lactobacillus ve Bifidobacterium miktarin1 arttirmasi, bu bakterilerin juglonun
antibakteriyel etkisine karsi Escherichia-Shigella ve Desulfovibrio patojenlerine
kiyasla daha direngli olduklar1 anlamima gelmektedir. Ayrica bu kommensal
bakterilerin juglonu biiylimek i¢in substrat olarak kullanarak ¢ogalmis olmalar1 da

olasidir.

Sindirim kanalindaki ¢esitli kommensal bakteri gruplarin fenolik asitler ve
flavonoidler gibi bitki fenolik bilesiklerini, kendilerini bu bilesiklerin toksik
etkilerinden koruyabilmek icin hidrolize edebildiklerini bildirilmistir (Aura, 2008;
Lampe ve Chang, 2007). Ornegin flavonoidlerden izo-kuarsetin (Schneider ve ark.,
1999) ve kuarsetinin (Winter ve ark., 1989) bakteriyel hidrolizasyonu sonucu 3,4-
dihidroksifenilasetik asit, naringeninin (Winter ve ark., 1989) hidrolizasyonu sonucu
ise fenilasetik asit sekillenmektedir. Olusan yeni metabolitler, 6nceki formlarina gore
daha az toksik fakat biyolojik olarak daha aktif olup bakterilerin enzimatik
reaksiyonlarini uyarabilmekte ya da bakterilerce direkt karbon kaynagi olarak
kullanilabilmektedirler (Bhat ve ark., 1998). Tzounis ve ark. (2008), diyet polifenolleri
(+)-katesin ve (-)-epikatesinin, sukroz ve frukto-oligosakkaritler gibi daha uygun
karbon kaynaklarinin varliginda bile faydali digki bakterileri tarafindan tercih edilip
kullanilabilecegini belirtmistir. Ayn1 ¢alismada, (+)-katesin faydali Clostridium
coccoides-E. rectale grubu ve Bifidobacterium spp.'nin biliylimesini arttirmistir
(Tzounis ve ark., 2008). Bitki fenoliklerinin bakteri gruplari {izerine yukarida adi
gecen etkileri bazi arasgtirmacilar tarafindan “prebiyotik tipi etki” olarak
siniflandirilabilmektedir (Greathead, 2003). Ornegin Mao ve Zhu (2011), 6 adet
flavonoid bilesigin fekal mikroorganizmalar iizerine in vitro etkilerini arastirdiklar
calismalarinda, baisalin hari¢ tiim flavonoidlerin toplam KZYA {iretimini arttirdigini
ve bu nedenle prebiyotik olarak kullanilabileceklerini 6nermislerdir. Calismamizda
kullanilan sigla yaginin rumen mikrobiyotasi ve ruminal fermantasyon parametreleri

izerine in vitro etkilerinin arastirildig1 daha 6nceki calismada (Demirtas ve ark., 2023),
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yiikksek doz sigla yaginin (500 mg/l) baskin fermantasyon son iiriinleri biitirat olan
Lachnospiraceae ailesi ile yine biitirat lireticileri olan Agathobacter ve Anaerovorax
cinsi bakterilerin miktarini arttirdigi rapor edilmistir. Biitirat iiretimindeki %38’lik
artisin da ilgili bakterilerin artigina eslik ettigi calismada si1gla yaginin bu etkisi, fenolik
bilesiklerce zengin igerigi ile iliskilendirilmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada da, sigla
yagmin bazi Bifidobacterium ve Lactobacillus tirlerinin biiylimesi {izerine
olusturdugu uyaric1 etkilerin igerigindeki fenolik bilesenlerin ilgili bakterilerce

metabolizasyonundan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Demirtas ve ark. (2023) tarafindan yapilan analiz sonucunda, tez ¢alismasinda
kullandigimiz sigla yaginin olduk¢a dnemli bir seviyede antioksidan kapasiteye de
sahip oldugu tespit edilmistir. Bilindigi tizere ROS’un birikmesi sonucunda olusan
oksidatif stres, bakterilerde proteinlerin, DNA’nin ve lipitlerin hasar gdérmesine ve
hatta hiicre 6liimiline neden olmaktadir (Feng ve Wang, 2020). Tez ¢alismamizda
kullandigimiz L. acidophilus ATCC 4356 susunun MRS sivi besiyeri igerisinde ve
anaerobik kosullar altinda (tez ¢alismamizda kullandigimiz besiyeri ve kosullar) bir
reaktif oksijen tiirli olan hidrojen peroksit {irettigi bildirilmistir (Khaleghi ve ark.,
2011). Bu sus hidrojen peroksiti su ve oksijene indirgeyerek detoksifiye eden katalaz
enzimlerinden yoksun oldugundan hidrojen peroksitin ortamda birikerek oksidatif
stres olusumuna yol agmas1 miimkiindiir (Johnson ve ark., 1980). Sigla yaginin yiiksek
antioksidan kapasitesi sayesinde oksidatif stresi azaltabilme ve boylece oksidatif strese
kars1 hassas olan bu bakterinin hasar gérmesini ve 6liimiinii engelleyerek canli hiicre
sayisini arttirabilme olasiligr bulunmaktadir. Bu sebeple sigla yaginin L. acidophilus
ATCC 4356 susu tizerindeki uyarici etkisine yliksek antioksidan kapasitesinin de

aracilik etmis olabilecegi diigiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sigla yaginin kommensal ve patojen bagirsak bakterileri iizerine etkilerinin
arastirlldigt bu calismada, sigla yagi E. coli haricindeki patojen bakterilerin
bliylimesini ¢esitli konsantrasyonlarda inhibe ederken kommensal bakterilerin
biiyiimesini tamamen inhibe etmemistir. Ayrica faydali bagirsak bakterilerinden L.
acidophilus ile B. longum’un liremesi lizerine uyarici etkiler olusturdugu gézlenmistir.
Bu sonuglar sigla yaginin bagirsak mikrobiyotasi eubiyozis kosullarina ve bagirsak
homeostazisine katki saglayabilecegini ve disbiyoz ile disbiyozun aracilik ettigi
hastaliklarin  6nlenmesi ve tedavisi i¢in kullanilma potansiyeli tasidigini
disiindiirmektedir. Sigla yaginin igerigindeki her bir bilesenin bagirsak bakterileri
lizerine etkilerinin tek tek ve kombinasyonlar halinde arastirilmasi, olusan
antibakteriyel ve prebiyotik tipi etkilerden hangi bilesen ya da bilesenlerin sorumlu
oldugunun aydinlatilmasina katki saglayacaktir. Icerik analizleri yapilan farkli sigla
yag1 Orneklerinin bakteri gruplari lizerine etkilerinin ¢oklu analizlerle arastirilmasinin
sonuclarin standardizasyonuna katki saglayacag diisiiniilmektedir. Bunlarin yaninda,
sigla yaginin bagirsak ve genel viicut saglhigini iyilestiren, bagirsak enfeksiyonlarini ve
bu enfeksiyonlara bagli olarak olusan hastaliklar1 dnleyen ve tedavi eden bir gida
takviyesi olarak veya antibiyotik alternatifi bir ila¢ olarak kullanilabilmesi ig¢in,
bagirsak bakterilerinin karma kiiltiirleri tizerine etkisinin incelenece8i in vitro
caligmalara, antibakteriyel etkisinin antibiyotiklerle kiyaslanacagi in vitro ve in vivo
caligmalara ve mide ve bagirsaklarda stabilitesini, etkinligini ne derece koruyabildigini
ve Dbiyoyararlanimmi ortaya koyacak in vivo denemelere ihtiya¢ oldugu
distiniilmektedir. Sigla yaginin antibakteriyel etkisine aracilik eden olasi
mekanizmalarin arastirilmasinin da gerekli oldugu diistintilmektedir. Ciinkii bu amacla
yapilan arastirmalar sigla yaginin bakteriyel hedeflerini ve antibiyotik alternatifi
olarak kullanimlarinda hangi avantajlara sahip oldugunu belirlemeye yardimci
olacaktir. Ayrica sigla yaginin, disa atim pompalar1 ve biyofilm olusumu gibi
bakterilerin antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesine olanak taniyan yapilar
tizerindeki etkisinin arastirilmasi, bakteriyel enfeksiyonlarin ve bunlarin tetikledigi
hastaliklarin tedavisinde antibiyotik duyarlilifini modiile ederek antibiyotiklerle

birlikte kullanilma potansiyelinin de degerlendirilmesini saglayacaktir. Bunun yam
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sira, sigla yaginin igerdigi fitokimyasallarin ve birden fazla fitokimyasal igeren sigla
yag1 ekstraktlarinin bagirsak bakterileri tizerinde bakterisidal veya bakteriyostatik etki
gosterip gostermediklerinin, boyle bir etki sz konusuysa bu etkiyi tek bir bakteriyel
molekiiler hedef tlizerinde mi birka¢ farkli bakteriyel molekiilii hedef alarak mi
gerceklestirdiklerinin ve bagirsak bakterilerinin bu antibakteriyel maddelere karsi
direng gelistirip gelistirmediginin aragtirilmasinin da sigla yaginin antibakteriyal etki

mekanizmasinin aydinlatilmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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