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boyunca degil, hayatimin her aninda maddi ve manevi desteklerini ve sevgilerini
eksik etmeyen ¢ok kiymetli annem Zeynep YORUMEZ, babam Kenan YORUMEZ,
abim Coskun YORUMEZ ve kardesim Selim Arda YORUMEZ’e minnettarim. Beni
lisansiistii egitime baslamaya tesvik eden arkadasim Gizem ARSLAN’a, bu zorlu
egitim siirecinde beraber ayni siralar paylastigim arkadagim Giilsah CANDAN’a ve
manevi desteklerinden dolayr arkadasim Merve ASI ve Duygu BICER’e tesekkiirii
bir bor¢ bilirim. Hayatima girdigi ilk giinden bu yana, aldigim her kararda arkamda
duran, yogun egitim siirecimde gostermis oldugu anlayis ve yaptig1 fedakarliklardan
dolay1 sevgili esim Serhan GOKER e tesekkiir ederim.
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OZET

Yesil Yaprak Ugucularmin Bagirsaklardaki “Iyi Huylu” (Kommensal) ve “Kaoti
Huylu” (Patojen) Bakteriler Uzerine Uyarici ve Baskilayici Etkileri”

Bagirsaklardaki iyi huylu bakteriler ile kotii huylu bakteriler arasindaki denge,
bagirsak fizyolojisi ve immunitesi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada,
yesil yaprak ucucularina dahil olan aldehit bilesiklerin (trans-2-hekzenal, cis-3-
hekzenal, trans-2-nonenal ve trans-2-dekanal) iyi huylu (Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei) ile koti
huylu patojen bakteriler (Fusobacterium nucleatum, Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Salmonella typhimurium) iizerine uyarici
ve baskilayict etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Kullanilan bakterilerden
fakiiltatif anaerob olan E. coli, S. typhimurium ve S. aureus 37°C’de inkiibator
icerisinde bakteriye 0zgii besiyerleri kullanilarak biiyiitiilmiislerdir. Zorunlu anaerob
olan diger bagirsak bakterileri ise anaerobik besiyeri kullanilarak anaerobik kabin
icerisinde 37°C’de 24-48 saat siireyle lretilmislerdir. Yesil yaprak ugucularimin
bagirsak bakterileri iizerine minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri
mikrodiliisyon yontemi ile 3,9; 7,8; 15,6; 31,3; 62.,5; 125, 250, 500 ve 1000 pg/ml
konsantrasyon araliginda arastirllmigtir. Yesil yaprak ucucularinin bagirsak
bakterileri iizerine en diisiik MIK degerleri 500 pg/ml olarak belirlenmistir. Iyi huylu
bagirsak bakterilerinin yesil yaprak ugucularina karsi, patojenlere gére daha direngli
olduklart gozlenmistir. B. bifidum’un iiremesi, trans-2-hekzenal ve trans-2-dekanal
tarafindan 3,9-250 pg/ml dozlarda (P<0,05), cis-3-hekzenal tarafindan 15,6 ve 31,3
png/ml (P<0,05) dozlarda ve frans-2-nonenal tarafindan ise 3,9-500 pg/ml (P<0,05)
dozlarda uyarilmistir. Trans-2-dekanal L. acidophilus’un iiremesini de 31,3 ve 62,5
pg/ml konsantrasyonlarda ilimli bir sekilde uyarmistir (P<0,05). Trans-2-hekzenal,
cis-3-hekzenal ve trans-2-nonenal, B. longum disinda kalan iyi huylu bakteriler
lizerine baskilayici etki gostermemistir. C. perfringens, F. nucleatum ve S. aureus’u
500 pg/ml konsantrasyonunda baskilayan (P<0,05) trans-2-dekanal’in patojenler
tizerine en etkili bilesik oldugu goézlenmistir. Trans-2-dekanal ayrica, patojenleri
baskiladigi dozda iyi huylu bakterileri korumustur. Kullanilan tiim bilesikler
kolorektal kanser ajanlarindan biri olan F. nucleatum’u 500 pg/ml dozunda
baskilamislardir (P<0,05). Patojenlerden S. aureus sadece trans-2-dekanal tarafindan
500 pg/ml dozda baskilanirken (P<0,05), E. coli ve S. typhimurium’un ise tim
bilesiklere karsi direncli oldugu gozlenmistir. Sonug olarak, kullanilan yesil yaprak
ucucularinin 1yi huylu bakteriler lizerine uyarici, kotii huylu bakteriler {izerine ise
baskilayic1  etkiler gostererek bagirsak  sagligi  iizerine olumlu etkiler
olusturabilecekleri  diislinlilmektedir.  Yesil yaprak ucucularinin  bagirsak
bakterilerinin karma kiiltiirleri {izerine etkilerinin arastirilacagi in vitro ve in vivo
denemeler konunun aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel, Bagirsak bakterileri, Minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK), Yesil yaprak ugucular

"Bu Arastirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan 0493-YL-18 proje numarasi ile desteklenmistir.



ABSTRACT

Stimulatory and Inhibitory Effects of Green Leaf Volatiles on “Good” (Commensal)
and “Bad” (Pathogenic) Bacteria in the Intestine

The balance between beneficial and pathogenic bacteria in the intestine has a great
importance in terms of gut physiology and immunity. The aim of the study was to
investigate the stimulatory and inhibitory effects of aldehydes from green leaf
volatiles (frans-2-hexenal, cis-3-hexenal, trans-2-nonenal and, trans-2-decenal) on
beneficial (Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Lactobacillus
acidophilus and, Lactobacillus casei) and pathogenic bacteria (Fusobacterium
nucleatum, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and,
Salmonella typhimurium) from the intestine. E. coli, S. typhimurium and, S. aureus,
which are facultative anaerobes, were grown using bacterial-specific media in the
incubator at 37°C. Other intestinal bacteria, which are strictly anaerob, were grown
in anaerobic cabinet at 37°C for 24-48 hours using anaerobic media. Minimal
inhibitory concentration (MIC) values of green leaf volatiles on intestinal bacteria
were investigated by microdilution method in the range of 3.9, 7.8, 15.6, 31.3, 62.5,
125, 250, 500 and, 1000 pg/ml concentrations. The lowest MIC value of green leaf
volatiles determined on intestinal bacteria was 500 pg/mL. It was observed that
beneficial gut bacteria were more resistant to green leaf volatiles than pathogens. The
growth of B. bifidum was stimulated by trans-2-hexenal and trans-2-decenal at 3.9-
250 pg/mL (P<0.05), by cis-3-hexenal at 15.6 and 31.3 pg/mL (P<0.05) and, by
trans-2-nonenal at 3.9-500 pg/mL doses (P<0.05). Trans-2-decenal also stimulated
moderately growth of L. acidophilus at 31.3 and 62.5 concentrations (P<0.05).
Trans-2-hexenal, cis-3-hexenal and, trans-2-nonenal did not exhibit inhibitory effect
on beneficial intestinal bacteria except B. longum. Trans-2-decenal was most
effective aldehyde on pathogens, with growth-inhibitory effect on C. perfringens, F.
nucleatum and, S. aureus at the concentration of 500 pg/ml (P<0.05). Trans-2-
decenal also protected beneficial bacteria at the dose that it inhibited pathogen ones.
All used compounds inhibited F. nucleatum as one of the agents of colorectal cancer,
at 500 pg/ml dose (P<0.05). E.coli and S. typhimurium from pathogens were resistant
to all green leaf volatiles while S. aureus was inhibited only by trans-2-decenal at
500 pg/mL dose (P<0.05). In conclusion, it is thought that the used green leaf
volatiles might have beneficial effects on gut health by regulating beneficial bacteria
and inhibiting pathogenic bacteria. In vitro and in vivo trials investigating the effects
of green leaf volatiles on the mixed cultures of intestinal bacteria will contribute to
the elucidation of the subject.

Key words: Antibacterial, Intestinal bacteria, Minimal inhibitory concentration
(MIC), Green leaf volatiles

"This study was supported by Burdur Mehmet Akif Ersoy University Scientific
Research Projects Unit with project number BAP-0493-YL.
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1. GIRIS

Sindirim kanal1 sahip oldugu biiyiik ve dinamik mikroflora ile yeryiiziindeki
dogal mikrobiyel habitatlardan biridir. Insanlarda séz konusu mikrofloranin ¢ok
onemli bir kismi1 bagirsaklarda yerlesmistir. Ev sahibi canli ile simbiyotik bir iliski
icinde yasayan bagirsak bakterileri sahip olduklar1 fizyolojik gorevler ile canliya
cesitli faydalar saglarlar.  Metabolik ve trofik gorevleri disinda bagirsak
bakterilerinin en 6nemli gorevlerinden bir digeri, kolonize olduklar1 bélgede bir
bariyer olusturup tutunulacak ylizey ve substratlar i¢in patojenlerle yarisarak,
bagirsaklarin  patojen bakterilerce istilasina engel olmaktir. Bu anlamda,
bagirsaklardaki iyi huylu bakteriler ile patojen bakteriler arasindaki denge, bagirsak

saglig1 acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Gastrointestinal hastaliklarin tiim diinyadaki insidensi son yillarda biiyiik bir
artig gostermistir. Konvansiyonel olarak kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu viicuttaki
iyl huylu ve koti huylu mikroorganizmalar1 ayirt etmeksizin etkileyebilmektedir.
Antibiyotikler, bakterilerin toksonomik, genomik ve fonksiyonel ozelliklerini
degistirebilmekte ve s6z konusu etkileri hizli ve uzun siireli olabilmektedir. Ozellikle
genis spektrumlu antibiyotik kullanimi bagirsaklardaki patojen mikroorganizmalarda
antibiyotik direnci olusturmakta, bu ise antibiyotik kullaniminin toplum saghig
tizerine olumsuz etkileri ile ilgili giin gectikge artan kaygilarin olusmasina neden
olmaktadir. Yesil yaprak ucgucularinin, bagirsaklardaki kotli huylu bakterileri
baskilarken iyi huylu bakterileri korumalar1 ya da iiremelerine uyarici etkiler yapma
olasiliklari, s6z konusu metabolitlerin bagirsak enfeksyonlarinin tedavisinde
antibiyotiklere alternatif olmalar1 ve bagirsaklardaki mikrobiyel dengeyi diizenleyici

gida takviyesi olarak kullanilmalarinin 6niinii agacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Yeryiiziinde canlilarin var olusuna iliskin en erken yagam kanitlari 3,8 milyar
yasindaki kaya olusumlariin i¢inde yiginlar olusturmus olan ipliksi formda mavi-
yesil bakteri kolonileridir (Schopf, 1993). Diinyanin erken evrim siirecinde ilkel
atmosfer ve okyanuslarda oksijene yer olmadigi ve bu habitatlarin anaerobik oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle bakterilerin diinya iizerindeki varligi dinazorlardan ve
hatta oksijen tarafindan olusturulan atmosferden bile eskidir (Woese, 1994).
Anaerobik habitatlar diinyanin tiim tarihi boyunca var olmakla birlikte mikrobiyel
fermentasyonun en yogun ve etkili oldugu yer sindirim kanalidir. Evcil hayvanlarin
gastrointestinal kanalinda yasayan mikroorganizma sayisi ise 2 x 10*’ iken bu say1
toprakta bunun sadece % 2’si ve okyanuslarda ise % 0,1’1 kadardir (Mackie ve ark.,
2000). Insanlarm ise sindirim kanalinda 10'*-10' kadar mikroorganizma yasamakta
olup bu say1 tiim viicut hiicrelerinin sayisinin yaklasik 10 kat1 kadardir (Gill ve ark.,

2006).

Insanlar da dahil tiim canlilar, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan bir
diinyadaki yasama adapte olmuslardir. Toprak, hava ve suyun da dahil oldugu dogal
habitatlarda sicaklik, nem, oksijen, besin maddeleri gibi ¢evresel faktorler, oldukca
genis bir yelpazede degiskenlik gostermektedir. Oysa sindirim kanalinin kosullari
diger habitatlara oranla olduk¢a degismez olup hayvanin hiicresel ve sivisal savunma
mekanizmalari, ortam1 yabanci ve zararli olan diger mikroorganizmalarin istilasindan
da korumaktadir (Hungate, 1960). Sindirim kanali bu yonleriyle, konakci
mikroorganizmalar i¢in bulunmaz bir yerlesim alani haline gelmektedir. Bununla
birlikte, baz1 hayvan tiirlerinde mikroorganizmalar sindirim kanalinin asil mideden
once gelen boliimlerinde faaliyet gosterirken, bazi tiirlerde ise mikrobiyel yerlesim
mideden sonraki kisimlarda yogunlagsmistir. Buna gore, besin maddelerinin asil
midede kimyasal yani canlinin kendi enzimleri ile gerceklesen sindirime maruz
kalmadan oOnce mikroorganizmalar tarafindan fermente edildigi tiirlere “6n mide
(pregastrik) fermenterleri” denilmektedir. Bu tiirlerde fermentasyon, 6n mideler
olarak adlandirilan rumen ve retikulumda yerlesmis olan mikroorganizmalar

tarafindan gerceklestirilir. Pregastrik fermenterler, ruminantlar (gevis getirenler) ve



ruminant benzeri hayvanlar olarak ikiye ayrilir. Fermentasyon faaliyetlerinin
sindirim kanalinin mideden sonra gelen kisimlarinda gerceklestigi hayvanlara ise
“kalin bagirsak fermenterleri” denir. Bu hayvanlar da fermentasyonun sekillendigi
boliime gore “sekum fermenterleri” ve “kolon fermenterleri” olarak ikiye ayrilirlar.
Tavsan, kobay ve sigan sekum fermentdrlerine 6rnek olarak gosterilebilir. Insanin da
icinde bulundugu domuz, kedi ve kdpek gibi canlilarda ise mikrobiyel fermentasyon

agirlikli olarak kolonda gerceklesir (Boliikbasi, 1989).

Kalin bagirsaklarin bir bolimii olan kolon baslica su, elektrolitler, kisa
zincirli yag asitleri ve buraya kadar taginmis ise glikozun emiliminden ve digkinin
disar1 atilincaya kadar depo edilmesinden sorumludur. Sindirime ait bu gorevlerinin
yaninda kolon, bircok mikroorganizma tiiriine ev sahipligi yapan biiyiikk bir
mikrobiyel ekosistemdir. Kolonda 10'-10" bakteri/g, az miktarda arkea, virus, maya
ve mantar yasarken, protozoon ise bulunmamaktadir (Guarner ve Malagelada, 2003).
Dolayisiyla kolondaki en biiyiik mikroorganizma grubunu bakteriler olusturmaktadir.
Kolonda yaklasik 300-500 farkli bakteri tiirii yasiyor olmakla birlikte bunlardan
sadece % 30’u kiltiire edilebilmistir. Digkinin da % 60’1n1 bakteriler olusturmaktadir
(Stephen ve Cummings, 1980).

Mikroorganizmalarla ilk karsilagma dogum kanalinda olmaktadir. Yani canl
i¢in mikroorganizmalarin ilk kaynagi annedir. Normal dogum ve sezeryan ile dogan
bebeklerin  bagirsak mikroflorasi1 karsilagtirildiginda, normal dogumla dogan
bebeklerin bagirsak mikroflorasinin sezeryan ile dogan bebeklerin bagirsak
mikroflorasina gore daha c¢ok sayida ve tirde bakteri igerdigi goOrilmiistiir
(Tlaskalova-Hogenova  ve ark., 2011). Yavru, uterus gibi steril bir ortamdan
mikroorganizmalarca kusatilmis bir diinyaya dogar ve dogum kanalinda baslamak
izere mikroorganizmalar tiim deri ve mukozal yiizeylere kolonize olurlar. Kolondaki
mikrobiyel ekosistemin, yasamin ilk 1-2 yilinda stabilize oldugu ve yasamin
ilerleyen evrelerinde, yogun antibiyotik tedavilerini takip eden siireclerde bile
kompozisyonunu biiyiikk oranda korudugu bildirilmistir (Guarner ve Malagelada,

2003).



2.1. Bagirsaklardaki Yerlesik Mikroflora ve Fizyolojik Gorevleri

Bagirsak bakterilerinin biiyiik bir kismi zorunlu anaerob iken kiigiik bir kismi1
ise oksijen varliginda da iireyebilmektedir. Dominant ve zorunlu anaerob olan tiirleri
karbonhidratlar1 fermente eden (sakkarolitik), proteinleri fermente eden (putrefaktif),
ve hem karbonhidratlar1 hem proteinleri fermente edebilen (hem sakkarolitik hem
putrefaktif) tiirler olarak {ige ayirabiliriz. Sakkarolitik bakteri tiirleri baslica
Bacteriodes, Eubacteria, Bifidobacteria, Lactobacilli ve Ruminococci iken,
putrefaktif bakterilere Peptococci ve Clostridia 6rnek verilebilir. Peptostreptococci
ise hem sakkarolitik hem putrefaktif bakteri tiiriine ornektir. Oksijenli ortamda da
tireyebilen subdominant fakiiltatif anaeroblar ise Escherichia, Enterobacter,

Enterecoccus, Klebsiella, Lactobacillus ve Proteus’tur (Cummings ve Macfarlane,

1991).

Yukarida adi gegen bakterilerden Bifidobacteria, Lactobacilli, Bacteriodes ve
Ruminococci tiirleri yerlesik mikrofloranin “iyi huylu” olarak tanimlanan ve pek ¢ok
fizyolojik gorevi olan bakterileri arasindadir. Eubacteria, Peptococci, Clostridia,
Peptostreptococci, Escherichia, Enterobacter, Enterecoccus, Klebsiella,
Staphylococci, Salmonella ve Proteus’un basini c¢ektigi tlirler ise normal bagirsak
florasinda belli bir miktarda bulunup fizyolojik gorevlere katilmakla birlikte, travma,
bagirsak yangilar1 ve immun sistemin baskilanmas1 gibi uygun kosullar olustugunda
sayilar1 artan ve hastaliklara neden olabilen “firsat¢1 patojenler” grubunda yer alirlar
(Serino ve ark., 2009). Kendi olagan ekosistemleri igerisinde makul sayilarda iken
zararsiz olan bu bakteriler, sayica {stiin hale gelip daha derin dokulara
ilerlediklerinde bagirsak enfeksiyonlarina neden olabilmektedirler (Ribet ve Cossart,

2015).

Bagirsaklardaki yerlesik floranin genel fizyolojik gorevleri ise asagidaki

gibidir.



2.1.1. Bagirsak Bakterilerinin Fizyolojik Gorevleri

Ev sahibi olan canlilar ile onlarin sindirim kanlindaki konakgilari olan
mikroorganizmalar arasinda kurulan iliski tiirleri yarisma, is birligi, yar1 yarisma-yari
is birligi gibi bagliklar altinda incelenmistir (Demirtas, 2013). Kolonda yasayan
bakteriler ile ev sahibi olan insan arasindaki iligki ise “is birligi” olarak da bilinen
“simbiyotik iliski” modeline dahildir. Bu iliskide insan, bakterilerin yasamini
siirdiirebilecegi optimal kosullar1 saglarken, bakteriler ise metabolik, trofik ve
protektif olarak {i¢ baslik altinda toplayabilecegimiz olumlu etkileri ile ev sahibi olan
insana c¢esitli faydalar saglarlar. Kolon bakterileri sayilan gorevleri disinda beyin ile
kurduklar iletisim sayesinde duygular, ruh hali, biligsel faaliyetler, istahin kontrolii
ve uyku diizeni gibi ¢esitli beyin faaliyetlerini etkileyebilmektedirler (Grenham ve

ark., 2011).

2.1.1.1. Metabolik Etki

Bagirsaklarda yerlesmis olan mikrobiyel flora, neredeyse gercek bir
organinkine es deger olacak sekilde metabolik aktivite gostermektedir. Kolondaki
mikroorganizmalarin en bilylik metabolik aktivitesi, sindirilmeden kolona gelmis
olan ya da sindirilemeyen besin maddelerini ve mukusu fermente ederek kisa zincirli
yag asitlerini (asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit) iiretmek ve konak canliya
enerji kaynagi olarak sunmaktir. Bunu da “fermentasyon” dedigimiz metabolik bir
aktivite ile gergeklestirirler. Karbonhidratlarin ve proteinlerin bakterilerce anaerobik
yikimina fermentasyon denir. Kolonda temel olarak iki ¢esit fermentasyondan sz
edilebilir. Bunlar, karbonhidratlarin fermentasyonu ve  proteinlerin
fermentasyonudur. Kolon bakterilerinin diger metabolik gorevleri ise K vitamini

sentezlemek ve iyonlarin emilimine aracilik etmektir (Guarner ve Malagelada, 2003).

Karbonhidrat fermentasyonu, kalin bagirsaktaki mikroorganizmalarin
metabolik aktivitelerinin 6nemli ve biiylik bir kismini olusturur. Ortaya ¢ikan
tiriinlerin etkileri ve degeri géz 6niinde bulunduruldugunda, protein metabolizmasina
gore ¢ok daha Onemli bir yere sahiptir. Karbonhidratlarin sindiriminden sorumlu

sakkorolitik bakteriler, daha c¢ok substrat olmasi nedeniyle proksimal kolonda



yerlesmislerdir. Dolayisiyla buradaki bakteriyel lireme daha hizli ve pH da daha
asidiktir (pH 5-6) (Fallingborg, 1999). Sindirim enzimlerine direncli nisastalar,
selilloz, hemiseliiloz, pektin ve regine gibi substratlarin sakkarolitik bakterilerce
anaerobik yikimi sonucunda kisa zincirli yag asitleri (KZYA) meydana gelir (Sekil
2.1). KZYA’leri 6 karbondan daha az sayida karbon tasiyan, diiz ya da dalli bir
yaptya sahip ugucu yag asitleridir (Rios-Covian ve ark., 2016). Baslicalarini (% 90-
95) asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit olusturur. Asetat, biitirat ve
propiyonatin diskidaki molar oranlar1 60:20:20°dir (Besten ve ark., 2013). KZY A’nin
baslica kaynagi1 karbonhidratlar olmakla birlikte proteinlerin sindirimi ile agiga ¢ikan
valin, 16sin ve izoldsinin mikrobiyel fermentasyonu sonucu sekillenen ve dalli kisa
zincirli yag asitleri olarak da adlandirilan izobiitirat, izovalerat ve iki-metil biitirat da
toplam KZYA’nin % 5 ini olusturur. Laktat ise bir KZYA olmamakla birlikte
kolondaki Bifidobacteria ve Proteobacteria gibi laktik asit bakterileri tarafindan
tiretilen bir son lriindiir. Fakat normal fizyolojik kosullarda Eubacterium hallii gibi
bakterilerce hizla diger KZY A’ne doniistiiriildiigiinden kolonda birikmesi s6z konusu
degildir. Olusan KZYA, insanlarin giinliik enerji ihtiyaglarinin yaklasik olarak % 10-
30’unu karsilamaktadir (Cummings ve Macfarlane, 1991). Ugiincii diinya iilkeleri

i¢in ise bu oran daha yiiksektir.

Asetat, kolonda en yogun miktarda bulunan KZYA’dir. Diskidaki toplam
KZYA’nin  yarisindan  fazlasint  olusturur.  Cogunlukla  karbonhidratlarin
fermentasyonu sonucu olusan asetatin bir kismi da hidrojen ve karbondioksitin
birlesmesi ile veya formik asitten Wood-Ljungdahl yolag: ile sekillenir (Louis ve
ark., 2014). Kolonik bakteriyel fermentasyon sonucu olusan eksojen asetat, kana
gecerek doku ve organlardan salinan endojen asetat ile birlesir. Asetatin % 70’1 hem
enerji kaynagi olarak kullanilmak hem de kolesterol, uzun zincirli yag asidi (UZYA),
glutamin ve glutamat sentezinde kullanilmak iizere karacigere gecer. Asetatin geri
kalan kismi ise kalp, yag doku, bobrekler ve kaslar icin enerji kaynagi olarak
kullanilir. Ozellikle kas hiicreleri asetati aktif bir sekilde enerji kaynagi olarak
kullanir (Besten ve ark., 2013). Asetatla ile birlikte biitiratin 6nemli bir kismu lipit
biyosentezinde kullanilir. Adipogenezis iizerine olan etkilerini, G proteinine baglh

GPCR43 reseptorii (G-protein-coupled receptor 43) iizerinden gerceklestirdigi



bildirilmistir (Hong ve ark., 2005). Kolon bakterilerinin iirettigi bir diger KZY A olan
propiyonatin % 30’u kolondan emildikten sonra portal vena ile karacigere gider.
Asetat ve biitirat baslica lipid sentezinde kullanilirken, propiyonat ise karacigerde
glikoneogenezise katilarak glikoza donlismektedir. Propiyonatin % 23’liik bir kism1
da diger doku hiicrelerinde kullanilir. Asetat ve propiyonatin karaciger ve doku
hiicrelerinde enerji ve lipid metabolizmasina katilmasinin, canlinin standart diyetle
aldig1 oral glikoza olan glisemik cevabini diisiirdiigii bildirilmistir (Brighenti ve ark.,
1995). Bu durum sindirimi zor olan bol lifli gidalarin, diisiik glisemik indekse sahip
olmasinin gerekgelerinden biridir. Ozellikle biitiratin ve propiyonatin diyete bagh
obezite gelisimine karsi koruyucu etkilerinin asetattan daha belirgin oldugu
bildirilmistir (Lin ve ark., 2012). Ayrica propiyonat uygulanan rat ve domuzlarda,
kandaki kolesterol ve glikoz diizeyinin azaldig1 rapor edilmistir (Thacker ve ark.,
1981). Bu yoniiyle de propiyonatin canlida diyabet olusma riskini azaltabilecegi

kanisina varilmistir (Thacker ve ark., 1981).

4-5 mol
Karbonhidratlar
Enzimlere direngli nisasta
Seliiloz " Sakkarolitik bakteriler T
Hemiseliiloz > KZYA + H, + CO, + ATP
Pektin
Regine
insanlar glnlik enerji Asetik asit (%60) — le (5-6)
ihtiyaglarinin %10-30’unu bu Propiyonik asit (%20)
KZYA’Inden saglarlar. Bitirik asit (%20) v . e
Patojenlerin dlimii
v iyonlarin emilimi
Proteinler . . : - ——> Mikrobiyel
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Kollagen > ﬁmm K '
Pankreatik enzimler ngﬂﬁ - doller Toksik
Epitel hiicre dékiintiileri .

Pargalanmis bakteriler
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Sekil 2.1. Karbonhidratlarin ve proteinlerin kolon bakterilerince fermentasyonu
KZYA: Kisa zincirli yag asitleri

KZYA’den biri olan biitiratin en 6nemli gorevi kolonik epitelyumun enerji

ihtiyacinin ¢ok biiyiik bir kismmi karsilamaktir. Kolon epitel hiicreleri, enerji
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ihtiyaglarinin yaklagik olarak % 60-70’ini biitirattan saglamaktadir. Yapilan
calismalardan elde edilen genel kani, kolonositlerin biitirat1 asetat ve propiyonata
tercih ettigi yoniindedir. Kolonositler biitirati okside ederek keton cisimcikleri ile

karbondioksite gevirirler (Besten ve ark., 2013).

Peptid ve proteinlerin anaerobik fermentasyonu “putrifikasyon” olarak
isimlendirilmektedir. Peptococci ve Clostridia gibi putrifaktif bakteriler, elastin,
diyetle gelen kollajen, pankreatik enzimler ve epitel hiicre dokiintiilerini sahip
olduklar1 endopeptidazlarla hidrolize ederek daha kiigiik peptidlere doniistiiriirler
(Sekil 2.1) (Guarner ve Malagelada, 2003). Proteolizis olarak adlandirilan bu siireg,
kalin bagirsaktaki diger bakterilere nitrojen kaynagi olusturmasi bakimindan ekolojik
ve fizyolojik ©nem tasimaktadir. Ozellikle sakkorolitik bakteriler, putrefaktif
bakterilerin proteinleri pargalamasi sonucunda olusan nitrojen ve amino asitleri
bakteriyel proteine doniistiiriip lremek icin kullanirlar (Sekil 2.1). Protein
metabolizmasinda olusan diger son iirlinler arasinda asetat, propiyonat ve biitiratin
basimi cektigi KZYA ve izovalerat gibi dalli zincirli yag asitleri de bulunur. Bu
KZY A’nin yaninda protein metabolizmasi sonucunda amonyak, amin, fenol ve indol
gibi toksik son iiriinler de olusmaktadir (Sekil 2.1). Protein metabolizmasinin son
iriinlerinden biri olan amonyak, aminoasitlerin deaminasyonu sonucu olusur ve
biiyiik bir kism1 digki ile digart atilir. Amonyagin diskidaki konsantrasyonu 3-44 mM
arasinda degismektedir. Toksik olan ve diski ile atilan bu metabolitin 10 mM’den
diisiik konsantrasyonlarinin bagirsak epitel hiicrelerinin morfolojisi ve metabolizmasi
icin faydali oldugu ve bagirsak epitel hiicrelerindeki DNA sentezini arttirarak
hiicrelerin yasam dongiisiinii olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir. Amonyagin bir
diger kismi ise karacigere giderek burada iireye doniistiiriilmekte ve idrar aracilig ile
viicuttan uzaklastirilmaktadir. Bu nedenle karaciger hastalarinda amonyagin fazlasi
viicut sivilarinda birikerek portal-sistemik ensefelopati ve hepatik komaya yol

acabilmektedir (Macfarlane ve Macfarlane, 1997).

2.1.1.2. Trofik (Gelistirici) Etki

Kolon bakterilerinin bir diger dnemli gorevi, sentezledikleri KZY A’leri ile

bagirsak epitel hiicrelerinin ¢ogalmasimi ve farklilasmasini uyarmaktir. Kolon



bakterilerinin bagirsak endoteli iizerine olan bu gelistirici etkileri “trofik etki” olarak
tanimlanmaktadir. Yapilan bir calismada, mikroorganizmadan ari yetistirilen ratlarin
kolonlarindaki kript hiicrelerinin ¢ogalma oran1 azalmistir. Yine bu ratlarin
kriptlerinde, kolonlarinda yaygin floraya sahip ratlara gore daha az hiicre bulundugu
gozlenmistir (Alam ve ark., 1994). Bununla birlikte, endotel hiicreler iizerine olan
trofik etki cogunlukla asetat ve propiyonat tarafindan olusturulurken, biitirat ise
kolon epitel hiicrelerinin iiremesini engelleyip farklilasmasini stimiile etmektedir
(Siavoshian ve ark., 2000). Hiicresel biliylimeyi G1 fazinda durdurarak, epitel
hiicrelerinin baskalasimin1 ve hiicre iskeletinin organize olmasini stimiile eder.
Hiicresel farklilagma iizerine olan etkisini kolonositlerdeki gen ekspresyponunu
kontrol ederek ve degistirerek gosterdigi bildirilmistir (Macfarlane ve Macfarlane,
2011). Ozellikle kanserli epitel hiicre hatlariyla yapilan in vitro ¢aligmalarda biitirat,
hiicrelerin ¢ogalmasint engellerken farklilasmasini  uyarmistir.  Yine biitirat,
neoplastik hiicrelerin (kanser hiicreleri), non-neoplastik (kanser hiicresi olmayan)
fenotipteki hiicrelere donilisiimiinii uyarmistir. (Gibson ve ark., 1992). Biitiratin
kanser hiicrelerinin apoptozisini (hiicresel 6liim) uyardig1 da bildirilmektedir (Keku
ve ark., 2015). Insanlardan elde edilen kolonositlerde ve HT29 tiimér hiicrelerinde,
H,0, tarafindan olusturulan oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu etkileri oldugu
ortaya konmustur (Rosignoli ve ark., 2001). Bu yoniiyle epitel hiicrelerinin
cogalmasini uyaran asetat ve propiyonatin aksine, hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyip
farklilasmasina aracilik eden biitiratin kolon kanseri, kronik iilseratif kolitis gibi
patolojik durumlarin 6niine gecilmesinde etkili olabilecegi bildirilmektedir (Guarner

ve Malagelada, 2003).

2.1.1.3. Protektif (Koruyucu) Etki

Bagirsak mikroorganizmalarinin kritik gorevlerinden bir digeri bagirsak
yilizeyinde bir bariyer olusturarak bagirsak dokusunun patojenlerce istilasina engel
olmaktir. Mikroorganizmalarin bagirsak immiinolojisine etkisi,
mikroorganizmalardan ari yetistirilen (germ-free) hayvanlar ile bagirsaklarinda
kolonize olmus bir mikroflora bulunan hayvanlar arasindaki karsilastirmali

calismalar ile ortaya konmustur. Germ-free hayvanlarin enfeksiyonlara daha duyarh



oldugu, bagirsak vaskiileritesinin ve kas tabakasi kalinliginin, sitokin iiretiminin ve
serum immunglobulin diizeylerinin daha diisiik diizeyde oldugu ayrica bu
hayvanlarin daha kiiclik payer plaklarina sahip olduklar1 bildirilmistir (Shanahan,
2002).

Bagirsak liimenindeki toksik maddeler ve patojen mikroorganizmalar ile
bagirsak dokusunu birbirinden ayiran “bagirsak bariyeri” {i¢ tabakadan olusmaktadir.
Bunlar; en altta intestinal epitel hiicreleri, bunlarin {izerini 6rten mukus tabakasi ve
en Ustte biyofilm olusturmus olan mikroorganizmalardan olusmaktadir (Sekil 2.2).
Bu tabakalardan ikinci sirada yer alan mukus tabakasi, bagirsak epitel hiicreleri
arasinda yerlesmis olan goblet hiicreleri tarafindan salinip, hiicreler iizerine adeta
koruyucu bir membran olarak yayilmistir (Sekil 2.2). Mukus tabakasinin liimene
bakan dis ylizeyi, bagirsaktaki yerlesik mikroflora icin giivenli bir yasam alani ve
besin kaynagt olustururken bagirsak dokusuna bakan i¢ yilizeyi, bu
mikroorganizmalarin bile penetrasyonuna izin vermeyecek bir yapilanma gosterir
(Macfarlane ve ark., 2000). Mukus tabakasinin dis yiizeyinde mikroorganizmalarin
bir biyofilm tabakasi olusturduklari goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, bakterilerin
ve diger mikroorganizmalarin uygun bir ylizey ve ortam bulduklarinda, biyofilm
tabaka olusturma yoniinde kuvvetli bir egilim gosterdikleri bildirilmistir. Bu
yiizeyler, katater, kalp kapaklar1 ve diger medikal protezler gibi basit ve tekli yapida
olabilecegi gibi toprak, agiz boslugu ve sindirim kanali gibi daha kompleks ortamlar
da olabilir (Bradshaw ve ark., 1997). Sindirim kanali ise sahip oldugu degismez
kosullar sayesinde, bakterilerin biyofilm tabaka olusturmalari i¢in son derece uygun
bir ortam olusturmaktadir. Burada olusan biyofilm komitelerinin agiz boslugundaki
biyofilm tabakalari ile biiylik 6l¢lide benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (Kolenbrander,
1989). Caligmalar biyofilm olusumunun, ylizeyler iizerine ilk bakterilerin ya da
kiigiik mikroorganizma gruplarinin tutunmalarini takiben lineal olmayan bir sekilde
cogalmalariyla olustugunu gostermistir. Bir takim siipheler olmakla birlikte, yiizeye
ilk tutunmanin bakteri ylizeyindeki elektrostatik kuvvetler ya da tutunulan yiizey
hiicreleri tarafindan olusturulan kalin bir glikokaliks tabaka ile miimkiin oldugu
diisiiniilmektedir. Biyofilm tabakaya dahil olan bakterilerin, diger bakterilerden farkli

davrandiklari, metabolizma verimliliklerinin de degistigi bildirilmektedir (Van
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Loosdrecht ve ark., 1990). Ornegin; biyofilm tabakada yasayan bakteriler, liimen
icinde serbest gezen planktonik bakterilere gore antibiyotiklere daha biiyilik direng
gostermektedirler. Bu bakterilerin, kompleks ve ¢dziinmeyen polimerik maddelere
etkime kabiliyetlerinin serbest gezen bakterilere gore daha iyi oldugu ve bu
ozelliklerinin ekosistem icerisinde besin maddesi i¢in yaris konusunda, biyofilm

olusturan bakterilere avantaj sagladigi bildirilmektedir (Macfarlane ve ark., 2000).

Lumen Yerlesik mikrobiyel flora

Dis mukus
tabakasi

i¢ mukus
tabakas|

Kolon epiteli

Sekil 2.2. Bagirsak bariyeri (Bdumle ve Sperandio, 2016).

Bagirsak ylizeyinde biyofilm olusturan mikrobiyel flora, substrat ve tutunacak
yiizey i¢in patojen mikroorganizmalarla yarisarak, fiziksel olarak yer birakmayarak
ve irettikleri bakteriyosin ad1 verilen toksik maddelerle patojen mikroorganizmalarin
Olimiine sebep olarak patojenlerin bagirsakta kolonize olmalarina engel olurlar. Bu
anlamda, bagirsak yilizeyinde bariyer gorevi goren bu bakteriler ile patojen
mikroorganizmalar arasindaki mevcut denge, bagirsak dokusunun patojen
mikroorganizmalarca istilasina engel olmaktadir. Dolayisiyla bu bakteriler,
bagirsaklarda optimal sayida ve kompozisyonda olduklarinda, patojen ve virulent
mikroorganizmalarin bagirsak epitel hiicrelerine tutunmalarmi ve kana ge¢melerini

engellerler (Tlaskalova-Hogenova, 2011).
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2.1.1.4. Bagirsak Bakterileri ve Beyin

Son on yil igerisinde yapilan bilimsel ¢aligmalar ile sindirim kanalindaki
yerlesik mikrofloranin, gastrointestinal fonksiyonlar {izerine olan fizyolojik ve
immiinolojik etkilerinin yaninda beyin tarafindan yiiriitiilen mental, bilissel, duygusal
ve psikolojik stirecler lizerine de Onemli etkilerinin oldugu ortaya konmustur
(Grenham ve ark., 2011). Bu anlamda gastrointestinal kanal ile merkezi sinir sistemi
arasinda “sindirim kanali-beyin yolag1” (gut-brain axis) olarak adlandirilan kompleks
ve cift yonli etkilesimden sorumlu bir haberlesme sisteminden bahsedebiliriz
(Yarandi ve ark., 2016). Bu ¢ift yonlii iletisim sisteminde intestinal mikrobiyel
floradan beyine ulagan afferent bilgiler, merkezi sinir sisteminde sindirim ile ilgili
merkezlerin yaninda bilissel ve duygusal bircok beyin aktivitesini etkilerken,
beyinden ¢ikan efferent sinyaller de gastrointestinal kanalin motor ve salgisal bir¢ok
fonksiyonunu degistirmektedir. Sindirim kanali-beyin yolagina néroendokrin ve
néroimmun sistemlerin yaninda otonom sinir siteminin sempatik ve parasempatik
kollar1, enterik sinir sistemi ve intestinal mikrobiyel floranin dahil oldugu

bildirilmektedir (Grenham ve ark., 2011).

Sindirim kanalindaki mikrofloranin beyin iizerine etkileri ilk defa germ-free
ve patojen-free (patojenlerden ari) fareler iizerinde yapilan bir calisma ile ortaya
konmustur (Sudo ve ark., 2004). Germ-free farelerde patojen-free farelere gore beyin
gelisimine Onemli etkileri olan “beyin-tiirevli norotrofik faktdr” (brain derived
neurotrophic factor, BDNF) yapiminin ve 6grenme ve bellek olusumunda gorev alan
NMDA (anti-N-methil-D-aspartat) reseptorlerin  sayisinda azalma oldugu
bildirilmistir. Bunun yaninda her iki gruptaki fareler strese maruz birakildiklarinda,
germ-free farelerde, patojen-free farelere gore strese daha biiyiik ve orantisiz bir
yanit olustugu, adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve kortikostreon saliniminin
cok daha yiiksek diizeyde oldugu kaydedilmistir. Dogumdan sonra 0-28. giinler
araliginda, germ-free farelere patojen-free farelerden alinan mikrobiyol flora inokiile
edildiginde ise BDNF ve NMDA diizeylerinin arttif1, strese yanitin da makul
diizeylere indigi gozlenmistir. Dolayisiyla, bagirsaktaki bakterilerin dogum sonrasi

kritik bir donemde beynin gelisiminin yani sira hipotalamus-hipofiz-adrenal aks
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diizeyinde strese makul bir cevap olugsmasina da biiyiik bir katki sagladig1 sonucuna
varilmigtir.  Yine germ-free fareler ilk 28 giin boyunca bir probiyotik olan
Lactobacillus rhamnosus (JB-1) ile tedavi edildiginde strese karsi olusan
kortikosteron oranlar1 diismiis, zorlayici bir ylizme testinde depresif davranislarin
orani azalmis ve daha az anksiyete gozlenmistir (Bravo ve ark., 2011). Bu farelerde
beyinde davraniglart yoneten norotransmitter madde (Gama-Aminobiitrik asit;
GABA) miktarinda degisiklikler gozlenmistir. Ayni ¢alismada n. vagus kesildiginde
ise s0z konusu etkiler ortadan kalkmistir. Bu sonuca dayanarak n. vagus’un bakteriler

ile beyin arasindaki iletisimde dnemli bir yere sahip oldugu fikri ortaya ¢ikmuistir.

(Hong ve ark., 2005). Bunlardan ilkinde kolon bakterileri, bagirsaktaki immun sistem
hiicrelerini uyararak sitokin salgilamalarina neden olurlar (Sekil 2.3). Salgilanan
sitokinler kan damarlar1 araciligi ile beyine iletilirler ve beyinde bulunan
mikroglialar1 uyararak aktive ederler. Aktive olan mikroglialar da beyinde mekanik,
biligsel, duygusal ve icgiidiisel siirecleri yoneten c¢esitli merkezlerde 6lii dokularin
fagositozla uzaklastirilmasii saglar ve bu yolla beyinin rejenerasyonuna katkida
bulunurlar. Ikinci etkileme yolu ise kolon bakterilerinin sentezledikleri kendi
norotransmitterleri aracilifiyla gerceklesir (Sekil 2.3). Kolondaki bakterilerin etkin
bir sekilde triptofan1 serotonine doniistiirebildikleri bildirilmektedir (Lyte, 2011).
Bifidobacterium infantis 35624’lin ise kandaki triptofan diizeyini arttirdigi rapor
edilmistir (Desbonnet ve ark., 2008). Kolon bakterilerinin s6z konusu etkileri,
triptofanin  pargalanmasinda kilit bir rol istlenen indolamin-2,3-dioksigenaz
enziminin sentezini arttirarak olusturduklar1 diisliniilmektedir (Desbonnet ve ark.,
2008). Escherichia ve Bacilllus tiirlerinin noradrenalin, Bacillus ve Serratia’larin ise
dopamin iiretebildikleri bildirilmektedir (Lyte, 2011). Kolondaki bakteriler
salgiladiklar1 bu ndérotransmitter maddeler ile ya n. vagusu uyararak sinirsel yolla ya
da direkt kana ge¢cmesiyle humoral yolla beyni etkilerler (Sekil 2.3) (Grenham ve
ark., 2011). S6z konusu norotransmitterlerin dahil oldugu serotonerjik, dopaminerjik
ve adrenerjik yolaklar beyinde anksiyete, tepkisellik, asabiyet, ruh hali, 6grenme,
uyku diizeni, istah, cinsellik, keyif, mutluluk, motivasyon, konsantrasyon gibi bir¢cok

biligsel, duygusal ve psikolojik olgunun olusmasinda rol almaktadir (Drevets, 2001).
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Dolayisiyla kolon bakterileri sentezledikleri norotransmitterler ile adeta “ikinci bir

beyin” gibi ¢alisarak yukarida adi gegen beyin fonksiyonlarini etkilemektedirler.

Hypothalamus
CRH

C Pituitary
ACTH

Adrenal ‘_
Olu dokularin Kortizol
uzaklastiriimasi ve Mikroglia 1‘
beyin rejenerasyonu
i
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Sekil 2.3. Kolon bakterilerinin beyin ile iletisim yollar1 (Grenham ve ark., 2011).
CRH: Kortikotropin salgilatict hormon, ACTH: Adrenokortikotropik hormon

Yapilan calismalar kolon bakterilerinin sedatif ve yatistiric1 etkilerinin de
bulunabilecegini gostermektedir. Lactobacillus rhamnosus gibi bazi bakteriler
beyinde inhibitorik bir ndrotransmitter olan GABA (Gama amino biitiirik asit)
reseptOrlerinin  sentezini artirarak beynin kortikal bolgelerindeki (singulat ve
prelimbik korteks) noral iletimde inhibisyon ve sedasyona neden olmuslardir
(Grenham ve ark., 2011). Lactobacillus tiirlerinin intestinal epitelyal hiicreler
tizerindeki opioid reseptorlerin sentezini uyarip bu reseptorlere baglanarak morfin
etkisini taklit edebildikleri de bildirilmistir (Rousseaux ve ark., 2006). S6z konusu
etkiler ile kolon bakterilerinin stresin olumsuz etkilerini azaltip kisinin daha dingin

bir ruh haline ulagmasina katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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Kolon bakterilerinin istah ve obezite iizerine olan etkileri ise biri obez digeri
saglikli ve normal kiloya sahip olan ikiz kardesler iizerinde arastirilmustir. ikiz
kardeslerin bagirsak mikroflorasindan alinan 6rnekler alic1 farelere inokiile edilmis
ve sonrasinda her iki fare de diisiik yaghh ve yiiksek lifli standart bir diyetle
beslenmistir. Saglikli ikizden alinan bagirsak mikroflorasinin verildigi farenin
kilosunu korurken, obez olan ikizden alinan bagirsak mikroflorasinin verildigi farede
yag dokuda ve canli agirlikta artis gozlenmistir (Ridaura ve ark., 2013). Kolon
bakterilerinin salgiladiklar1 bazi maddelerin, beyinde leptin ve ghrelin etkisini taklit
ederek aglik ve tokluk hissini kontrol ettigi de rapor edilen bilgiler arasindadir

(Carding, 2015).

Beyin ile iligkili bir diger hastalik olan otizm ile de bagirsak bakterileri
arasinda iliski olabilecegi bildirilmistir (Mulle ve ark., 2013). Zira otizm hastas1 her
on kisiden dokuzunun yangisal bagirsak hastaligi ve sizdiran bagirsak sendromu gibi
gastrointestinal problemlerden muzdarip oldugu rapor edilmistir (Moyer, 2014).
Kolon bakterilerinin otizm iizerine olan etkisini arastirmak i¢in fareler iizerinde
yapilan bir deneyde, oncelikli olarak saglikli farelere otizm benzeri davranislar
olusturmasi i¢in mock virlisii enjekte edilmistir. Farelerde tekrarlayan yalanma ve
diger farelere karsi ilgiyi kaybetme gibi davranislarin yaninda bagirsak bariyerinin
bozulmasi sonucu bagirsak iceriginin kana sizmasi ile karakterize olan ve otistik
cocuklarda da siklikla rastlanan “sizdiran bagirsak sendromu” tablosunun ortaya
ciktig1 gozlenmistir. Farelere probiyotik tedavisi uygulandiginda ise bagirsaklardaki
mikrobiyel floranin dengelenmesi sonucunda, sizdiran bagirsak sendromunun
belirtilerinin ortadan kalktig1 goriilmiistiir. Bunun yaninda tekrarlayan yalanma
davraniginin da kayboldugu fakat asosyal davraniglarin devam ettigi gozlenmistir.
Dolayisiyla bagirsak bakterilerinin otizm hastalifinin bazi belirtilerini ortadan
kaldirabilecegi ve rehabilitasyona katki saglayabilecegi sonucuna varilmistir

(Wright, 2013).
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2.2. Bagirsaklardaki Iyi Huylu Bakteriler ile Kotii Huylu Bakteriler Arasindaki
Denge ve Antibiyotikler

Kolondaki iyi huylu bakteriler ile kotii huylu bakteriler arasindaki denge
stres, dengesiz beslenme, asir1 alkol kullanimi, yaslilik ve antibiyotik kullanimina
bagli olarak bozulabilmektedir. Konvansiyonel olarak kullanilan antibiyotiklerin
cogu vicuttaki iyi huylu ve koti huylu mikroorganizmalar1 ayirt etmeksizin
etkileyebilmektedir. Antibiyotikler, bakterilerin toksonomik, genomik ve fonksiyonel
ozelliklerini degistirebilmekte ve bu etkileri hizli ve uzun siireli olabilmektedir.
Bagirsaklardaki iyi huylu ve yerlesik mikroflora antibiyotiklerce bozuldugunda,
Clostridium difficile ve Salmonella typhimurium gibi patojenler bagirsaklarda
cogalma imkani bulmakta ve siddetli ishalle seyreden “6liimciil kolitis” gibi
hastaliklara sebep olabilmektedirler (Bdumle ve Sperandio, 2016). Bu durumun
sebeplerinden biri bagirsaklardaki yerlesik flora ile patojenlerin bazi substratlarin
kullanim1 i¢in yarismalaridir (Sekil 2.4). Bilindigi gibi bagirsaktaki iyi huylu
mikroorganizmalara ev sahipligi yapan mukus tabaka, ayni zamanda kolon
bakterilerinin canliliklariin devami igin gerekli siyalik asit ve fukoz gibi bir¢ok
besin maddesini da i¢inde barindirir (Ley, 2014). Bacteriodes thetaiotaomicron gibi
iyi huylu kolon bakterilerinden bir boliimii, i¢inde bulundugu mukus tabakasini
katabolik enzimleri ile pargalayarak siyalik asit ve fukozu serbestler ve bu
substratlar1, onlar1 serbestleme yetenegine sahip olmayan diger iyi huylu bakterilere
kullanilabilir bir enerji kaynagi olarak sunar. Diger bakteriler de bunun karsiliginda
B. thetaiotaomicron’un ihtiyact olan substratlar: sentezlerler. Dolayisiyla bu bakteri
ile bagirsaktaki diger bakteriler arasinda simbiyotik bir iliski vardir. Fakat C. difficile
ve S. typhimurium gibi bagirsak patojenlerinin bir¢ogu da siyalik asit ve fukozu
enerji kaynagi olarak siklikla tercih etmektedirler. Onlar da siyalik asidi ve fukozu
ayirabilen enzimlere sahip olmadiklarindan, diger yararli bakteriler gibi B.
thetaiotaomicron’un varligima muhtagtirlar. Ortamdaki diger iyi huylu bakterilerin
sayica yetersiz oldugu durumlarda bu boslugu firsat bilen patojen mikroorganizmalar
siyalik asit ve fukozu tiiketerek biiylime imkani bulmaktadirlar (Ley, 2014). Uzun
stireli antibiyotik kullanimlari, 1yi huylu bakterilerin ortamdan uzaklasmalarina sebep

olduklarindan patojen mikroorganizmalar i¢in bir avantaj durumuna gelmektedir.
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Sayica artmig olan patojen mikroorganizmalarin varliginda ise inflamasyon ve
hastaliklar goriilmektedir (Grenham ve ark., 2011). S6z konusu patolojik durumlara
ornek olarak iilseratif kolitis, irritabl bagirsak sendromu ve kolon kanseri verilebilir
(Trombetta ve ark., 2002). “Inflamatuar bagirsak hastaligi”nin bir alt tiirii olan
“Crohn’un hastaligi”nda iyi huylu bakteriler olan Faecalibacterium prausnitzii ve
Bifidobacterium adolescentis’in saglikli kontrol grubu hastalarina goére daha diisiik
diizeyde, kotli huylulardan Ruminococcus gnavus’un ise daha yiiksek diizeyde
oldugu bildirilmistir (Joossens ve ark., 2011). Kolon kanseri ve Alzheimer
hastalarinin bagirsak mikrofloralarinda ise patojen bakteriler olan clostridia ve
eubacterium tiirlerinin baskin oldugu buna karsilik iyi huylu laktik asit bakterilerinin
ise oldukca diisiik diizeyde kaldig1 gozlenmistir (Fujisawa ve ark., 1992). Uzun siireli
antibiyotik kullanimina bagli bagirsak florasi bozulmus ve enfekte olmus hastalar
prebiyotikler (yararli mikroorganizmalar i¢in besin kaynagi olan maddeler)
probiyotikler (yararli mikroorganizmalar) ya da fekal mikroorganizma
transplantasyonu (FMT) ile tedavi edildiginde yerlesik mikrofloranin yeniden
yapilandig1r ve yangi belirtilerinin ortadan kalktigi goriilmiistiir (Sekil 2.4) (Ley,

2014).
_\ (Sialik asit tiiketici tiirler vb.)
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Sekil 2.4. Antibiyotik tedavisinin bagirsak mikroflorasi lizerine etkileri (Ley, 2014).
FMT: Fekal mikroorganizma transplantasyonu
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Antibiyotik tedavisinin en iyi bilinen komplikasyonlarindan bir digeri de
antibiyotik-iligkili diyare (antibiotic-associated diarrhoea; AAD) hastaligidir
(Sekirov ve ark., 2010). Antibiyotik tedavisi ile bagirsaklardaki mikrobiyel dengenin
bozulmas1 sonucu Clostridium difficile patolojik olarak ¢ogalmakta bunun sonucunda
bagirsaklardaki karbonhidrat metabolizmas1 bozulmakta ve glikoz gibi ozmotik
olarak aktif olan partikiillerin emilimi sekteye ugramaktadir. Bu hastalarin
bagirsaklarinda biitirat iireten bakterilerin de azaldigi bildirilmektedir (Young ve
Schmidt, 2004). Yapilan c¢alismalar Lactobacillus spp., Enterococcus ve
Saccharomyces boulardii’den olusan bir probiyotik tedavisinin antibiyotik-direngli

diyarenin tedavisinde etkili oldugunu gostermistir (Surawicz, 2003).

Yapilan calismalar bebeklik ve c¢ocukluk doneminde kullanilan
antibiyotiklerin de bagirsaktaki mikrobiyel denge iizerine oldukca olumsuz etkileri
oldugunu gostermistir. Yenidoganlara parenteral olarak yapilan antibiyotik tedavileri
bifidobacteria tiirlerinin bagirsaklarda beklenenden daha az kolonize olmalarina ve
bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun bozulmasina neden olmustur (Fouch ve ark.,
2012; Hussey ve ark., 2011).Yasamin erken donemlerinde bagirsaklarin bakteriler ile
etkin bir sekilde kolonizasyonu immun sistemin gelisimi i¢in de oldukca Onemli
oldugundan, bu donemde kullanilan antibiyotikler atopi ve alerjik astim gelisme
riskini arttirmaktadir (Foliaki ve ark., 2009). Foliaki ve ark.’nin (2009)
gerceklestirdigi genis ve ¢ok merkezli bir calismada, yasamin ilk bir yilinda
antibiyotik kullanimi ile 6 ve 7 yaslarinda ortaya ¢ikan astim, rinokonjunktivit ve
egzema semptomlart arasinda bir iligki oldugu ortaya konmustur. Antibiyotik
kullanim1 genel olarak yetigskinlerde de bagirsaklardaki mikrobiyota ¢esitliligini
azaltmaktadir (Claesson ve ark., 2011). Mikrobiyel floranin birka¢ giin veya haftalar
icerisinde tedavi Oncesi durumuna donebildigi bildirilmekle birlikte (Claesson ve
ark., 2011) tedavinin kesilmesine ragmen mikrobiyel kompozisyondaki degisikligin
uzun siireler boyunca kalic1 oldugunu ve hatta flora iiyelerinden bazilarinin kalic1 ve
stiresiz bir sekilde kayboldugunu bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Croswell ve ark.,
2009; Jakobsson ve ark., 2010). Bagirsaklardaki mikrobiyel dengenin antibiyotiklerle
bozulmas1 bagirsak bakterilerinin metabolik aktivitelerini de etkilemektedir.

Antibiyotikle tedavi edilen farelerde karbonhidrat, niikleotid ve yag metabolik

18



yolaklar1 ile safra asidi, eikozonoid ve steroid hormon sentezleme kapasitelerinin
bozuldugu ve bu yolaklarin son iirlinlerinin bagirsaklardaki miktarinin 6nemli

derecelerde azaldig1 gézlenmistir (Antunes ve ark., 2011).

Giiniimiizde ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 bagvurulan yaygin yontemlerden birisidir. Genis spektrumlu antibiyotik
kullaniminin dezavantajlarindan biri bagirsaklardaki patojen mikroorganizmalarda
antibiyotik direncinin olusumuna neden olmalaridir. Ornegin, klaritromisin ile tedavi
edilen hastalarin tedaviden bir yil sonra klaritromisine yiiksek derecede direngli
enterococci klonlar1 tasidiklart ve bu klonlarin da ermB adli klaritromisin benzeri
makrolitlere direng genine sahip olduklar1 bildirilmistir. Hastalardan birinde
tedavinin kesilmesinden 3 yil sonrasinda bile antibiyotige direncli bakteri klonlarinin

varlig1 tespit edilmistir (Jernberg ve ark., 2010).

2.3. Antibiyotiklerin Alternatifi Olarak Bitki Ekstraktlar1 ve Sekonder Bitki
Metabolitleri

Son yillarda, bagirsak enfeksiyonlarmin yerlesik mikroflora dengesi
bozulmadan tedavi edilmesinde antibiyotiklere alternatif olarak {izerinde en ¢ok
durulan maddeler, antibiyotiklerle kiyaslandiginda minimal yan etki ve toksisiteye
sahip olan bitki ekstraktlar1 ve ikincil biyoaktif bitki metabolitleridir. Ozellikle son
20 yili agkin bir siiredir antibiyotiklerin cazip bir alternatifi olarak iizerinde durulan
bitki ekstraktlarmin pazar1 1990’lardan itibaren hizla biiyiimeye baslamistir. Ornegin
Avrupa’da, bitki kdkenli antimikrobiyel bilesenler olan eterik yaglarin 1996 yilindaki
pazar degeri 413.000 Avro iken, bu deger 2006 yilinda 1.643.000 Avro’ya ulagsmistir
(Greathead, 2003). Artan ilginin bir sonucu olarak son yillarda yapilan pek ¢ok fito-
farmakolojik calisma ile birgok bitkinin antibakteriyel, antiparaziter ve antiviral
ozellikleri oldugu ortaya konulmustur (Pandey ve Kumar, 2013; Rios ve Recio,

2005).

Bitkiler; karbonhidratlar, yaglar ve proteinlerden olusan primer
metabolitlerden bagka, besleyici degeri olmayan ve biiylime, gelisme ile iiremeye

dogrudan katkist bulunmayan c¢esitli organik bilesenler sentezlerler. Primer
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metabolitler kadar yaygin olmayip bitkiden bitkiye farkliliklar gdsteren ve “ikincil
metabolitler” olarak adlandirilan bu maddeler fotosentez, glikoliz ve sitrik asit
dongiisii gibi primer metabolizmalardan tiiretilirler. Bitkiye 6zgii renk ve kokunun
olusumu disinda bitkiler arasinda kimsayal haberlesmenin saglanmasindan da
sorumludurlar. Stresor etkenlerin varliginda iiretimleri artan ve genis bir yelpazedeki
bakteri, mantar ve parazite kars1 antimikrobiyel etkinlik gosteren bu metabolitlerin en
onemli islevleri, bitkileri patojenlere, parazitlere, herbivorlara, yirtict hayvanlara ve
kendi aralarindaki rekabete kars1 korumaktir (Greathead, 2003; Jouany ve Morgavi,
2007). Adeta birer antibiyotik gibi i goren ve fitokimyasallar olarak da adlandirilan
bu metabolitler arasinda karotenoidler, alkaloidler, fenolik asitler, flavonoidler ve
tanenlerin de icinde bulundugu fenolik bilesikler (Liu, 2004) saponinler ve eterik
yaglar (Patra ve Saxena, 2009) yer alir. Bitki ekstraktlarinda bol miktarda bulunan ve
adeta dogal birer antibiyotik gibi is géren bu metabolitlerin iyi huylu (kommensal)
bakteriler iizerine zararli etkiler olusturmadigi bildirilmistir (Park ve ark., 2005;
Puupponen-Pimia ve ark., 2001). Ornegin, okyanus mersini (Leptospermum
scoparium) tohumlarindan izole edilen eterik yaglar bagirsak patojenlerinden
Clostridium difficiale ve Clostridium perfringens’i inhibe ederken Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium longum ve Lactobacillus casei gibi iyi huylu kommensal
bakteriler lizerine olumsuz etki olusturmamistir (Jeong, 2009). Ayni sekilde, Gallo
Rhois’den ekstrakte edilen tanenlerden biri olan metil galat’in Clostridium
perfringens ve Clostridium paraputrificum’un inhibe ederken bifidobacteria ve
lactobacilli gruplarini ise etkilemedigi bildirilmistir (Ahn ve ark., 1998). Bitki
metabolitlerinin bagirsaklardaki iyi huylu bakterilerin iiremesini uyararak prebiyotik
etkiler olusturma potansiyelleri de bulunmaktadir. Ginseng (Panax ginseng C. A.
Meyer) ve yesil ¢ay (Thea chinensis L.) ekstraktlar1 clostridia tiirlerini inhibe
etmelerinin yaninda iyi huylu bakterilerden bifidobacteria tiirlerinin {iremesini ise
stimule etmislerdir (Ahn ve ark., 1990a; Ahn ve ark., 1990b; Ahn ve ark., 1990c).
Uziim asmast (Vitis vinifera) ekstraktinin da bagirsaklardaki iyi huylu bakterilerden
olan Lactobacillus acidophilus’un iiremesini uyardigi bildirilmektedir (Hervert-
Hernandez ve ark., 2009). Thapa ve ark. (2012) da sekonder bitki metabolitleri olan
eterik yaglarin bagirsaklardaki kommensal bakteriler ve patojenler iizerine etkilerini

arastirmiglardir. Arastirmacilar, nerolidol, timol, &ganol ve geraniol’un patojen

20



bakterilerden Escherichia coli O157:H7(VT), Clostridium difficile DSM1296,
Clostridium perfringens DSM11780, Salmonella typhimurium 3530 ve Salmonella
enteriditis S1400 {izerine olan yarim minimal inhibitér konsantrasyonlarinin (ICs)
50 ile 500 p.p.m arasinda degistigini bildirmislerdir. Ayrica eterik yaglarin
bircogunun, patojenler iizerine iyi huylu bakterilerden daha biiyiikk bir toksisite
gosterdigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte, iyi huylu bakterilerden biri olan
Faecali bacterium prausnitzii’nin, ayn1 ve hatta diisilk dozlarda bile eterik yaglara
patojen bakterilerden daha duyarli oldugu bildirilmistir. Eterik yaglarin bakteri
gruplart lizerine etkileri géz oOnilinde bulundurularak dikkatli bir se¢im yapildigi
taktirde, bagirsak bakterileri iizerine olan segici etkilerinin bagirsak sagligi tizerine
olumlu etkiler olusturabilecegi sonucuna varilmistir. Phoem ve Voravuthikunchai
(2012) ise popiiler bitki ekstraktlar1 ve saf bitki metabolitlerinin bagirsaklardaki
kommensal flora ile patojenik bakteriler iizerine etkilerini arastirmislardir. Yesil ¢ay
(Camellia sinensis) ekstrakti ve Eleutherine americana iyi huylu bakterileri
etkilemezken Gram-pozitif patojenleri inhibe etmislerdir. Saf bitki metabolitleri ise
eleutherin hari¢, iyi huylu ve patojen tiim bakteriler {lizerine antibakteriyel etki
gostermislerdir. Yararli bakterileri koruyup patojen bakterileri inhibe eden E.
americana ekstrakti ve eleutherin’in bu 6zellikleri dolayisiyla konak canliya fayda
saglayabilecegi sonucuna varilmistir (Phoem ve Voravuthikunchai, 2012). Ancak
bitki ekstraktlar1 yiizlerce farkli metabolitin kompleks birer karisimi olup
igeriklerindeki etken maddelerin tiirii ve miktar1; bitkilerin kullanilan boliimii, hasat
zamani, islenme big¢imleri, saklanma kosullar1 ve ekstraksiyon yontemi gibi
faktorlere baglh olarak degisiklik gosterebilmektedir (Cobellis ve ark., 2016). Ortaya
¢ikan olumlu etkiden ekstraktlar icerisinde bulunan hangi etken maddenin sorumlu
oldugunu saptamak oldukca gii¢ oldugundan bitkinin kendisi ya da ekstrakt1 yerine
iceriginde bulunan sekonder metabolitlerin ayr1 ayri etkilerinin arastirilmasinin
literatiire etkene yoOnelik daha belirgin ve bilimsel katkilar saglayacagi

diistiniilmektedir.
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2.3.1. Yesil Yaprak Ucuculan

“Yesil yaprak ucucular1” (green leaf volatiles) olarak tanimlanan derivatlar
bitkilerdeki yag metabolizmasinin son iiriinleri olup C6 aldehit ve alkol bilesikleri ile
bunlarin esterlerinden olusurlar (Nakamura ve Hatanaka, 2002). Bitkilerin kesilme,
kirpilma, kirilma gibi zarar gérmeleri ya da herbivor, patojen veya insekt saldirisina
ugramalarini takip eden birkag saniye i¢inde yesil yaprak ucucular1 salinmakta ve bu
ucucular, ¢evreye yayilan ¢im kokusuna benzeyen taze kokudan otiirii “yesil koku”
(green odour) ya da “taze yesil koku” (fresh green odor) olarak da anilmaktadirlar
(Matsui, 2006). Yesil yaprakli tiim bitkilerde sentezlenen bu bilesiklerin salinim
miktarlar sicaklik, kuraklik, dollenme gibi cevresel stres faktorlerinin varliginda
artis gostermektedir. Yesil yaprak uguculari, bitkilerin ve ayn1 zamanda insektlerin
cevreyle ve birbirleriyle olan iletisimlerini saglayan birer semiyokimyasal olarak is
gormelerinin yaninda, hagere, patojen ve herbivor saldirilarina karsi bitkilerin en

hizl1 ve etkili silahlar1 olarak gorev yaparlar (Scala, 2013).

2.3.1.1. Yesil Yaprak Ucucularimin Biyosentezi

Doymamis yag asitleri olan linolenik ve linoleik asitlerin oksilipin
(lipooksijenaz) yolaginda bir dizi enzimatik reaksiyondan gegerek oksitlenmesi
sonucu olusan yesil yaprak ucucular1 temel olarak dort adet C6 alifatik alkol
(hekzenol, trans-2-hekzenol, cis-3-hekzenol ve frans-3 hekzenol) ile dort adet C6
aldehit bilesikten (hekzenal, trans-2-hekzenal, cis-3-hekzenal ve trans-3-hekzenal)
olugmaktadirlar (Nakamura ve Hatanaka, 2002). Yesil yaprak ucucu bilesenlerinin
biyosentez yolaklar1 genel olarak Sekil 2.5’de goriildiigii gibidir (Scala ve ark.,
2013). Galoktolipitler iizerine lipazlarin etkisi ile a-linolenik ve linoleik asitler aciga
cikmaktadir. 13-lipooksijenaz (LOX) enzimi, a-linolenik asite oksijen ekleyerek
13(S)-hidroperoksi 9-cis,11-trans,15-cis-oktadekatrienoik asit ya da diger ismi ile
13-hidroperoksit  (13-HPOTE) sentezlenmesini katalizler. 13-HPOTE, 13-
hidroperoksit liyaz (13-HPL) enzimi ile cis-3-hekzenal ve 9-cis-travmatine doniistir.
Bir izomerizasyon faktorii olan (3-cis):(2-cis)-enal izomeraz (IF), cis-3-hekzenal’in
izomeri olan trans-2-hekzenal’a doniisiimiinden sorumludur. Cis-3-hekzenal ve

trans-2-hekzenal, alkol dehidrogenaz (ADH) enzimi ile sirasiyla cis-3-hekzonol ve
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trans-2-hekzonol’a indirgenir. Cis-3-hekzenol ve trans-2-hekzenol ise alkol
asiltransferaz (AAT) enzimi ile cis-3-hekzenil asetat ve trans-2-hekzenil asetat’a
dontigiir. Diger taraftan, 13-lipooksijenaz (LOX) enzimi ise linoleik asite oksijen
ekleyerek  13(S)-hidroperoksi  9-cis,11-trans-oktadekatrienoik ~ (13-HPODE)
sentezlenmesini katalizler. 13-HPODE, 13-HPL enzimi ile n-hekzenal ve 9-cis-
travmatin’e doniistiirilir. n-hekzenal, alkol dehidrogenaz enzimi (ADH) ile n-
hekzenol’e ¢evrilir. n-hekzenol’den ise alkol akil transferaz ile n-hekzenil asetat

olusturulur (Scala ve ark., 2013).

kloroplast

13-HPOTE 13-HPODE

trans-Z-hekzena&Lcis-}hekzenal + 9-cis-travmatin n-hekzenal + 9-cis-travmatin

ADH | } ADH ADH |
trans-2-hekzenol cis-3-hekzenol shilissl

AAT l |AAT AAT
trans-2-hekzenil  cis-3-hekzenil asetat n-hekzenil asetat
asetat

Sekil 2.5. Yesil yaprak ucucularinin biyosentez yolaklari (Scala ve ark., 2013).
LOX: lipooksijenaz, 13-HPOTE: 13-hidroperoksit, 13-HPODE: 13(S)-hidroperoksi
9-cis,11-trans,15-cis-oktadekatrienoik asit, 13-HPL: 13-hidroperoksit liyaz, IF:
izomerizasyon faktorii, ADH: alkol dehidrogenaz, AAT: alkol asiltransferaz

Oksilipin yolaginda sekillenen 1,2-dimetil hidroperoksit gibi ara iiriinler ve
trans-2-dekanal ve trans-2-nonenal gibi uzun zincirli C9 aldehitler de yesil yaprak
ucgucularma dahil olan derivatlardandir (Lee ve ark., 2007). LOX enziminin farkli bir

tiirii, 9-hidroperoksitlerin olusumunu katalizlemektedir. Hem 9-hidroperoksitler hem
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de 13-hidroperoksitler, HPL (9/13 HPL) enzimi tarafindan ayristirilarak C9 aldehitler

olan trans-2-nonenal ve trans-2-dekanal’a doniistiirtliirler (Matsui, 2006).

2.3.1.2. Yesil Yaprak Ucucularinin Antimikrobiyel Etkileri

Yesil yaprak ugucularinin, bitkilerden, patojenlerin neden oldugu biyotik
strese cevap olarak salindiklarma dair pek ¢ok drnek vardir. Ornegin; lima fasulyesi
yapraklarmin patojenik bakterilerden Pseudomonas syringae pv phaseolicola ile
enfekte edildiginde trans-2-hekzenal ve cis-3-hekzenol saldig1 bildirilmektedir (Croft
ve ark., 1993). Nicotiana tabaccum (tiitiin bitkisi) de ayni bakteri ile enfekte
edildiginde frans-2-hekzenal sentezleyerek salmaktadir (Heiden ve ark., 2003). Her
iki Ornekte de yesil yaprak ugucularmin salinimi, bitkilerin enfekte edilmesini
takiben bakterinin bdliinme fazinda oldugu 18-20. saatlerde baslamakta ve 3 giin
sirmektedir. Yesil yaprak wugucular1 bakteriler disinda bitkilerin mantar
enfeksiyonlarinda da salinmaktadirlar. Cis-3-hekzenal, trans-2-hekzenal, cis-3-
hekzenol, trans-2-hekzenol ve cis-3-hekzenil asetat gibi yesil yaprak ucucu
bilesenlerinin, misir bitkisi tarafindan Fusarium spp. enfeksiyonunu takip eden 3 giin
icinde salindig1 ve 7.glinde halen yiiksek diizeylerde oldugu bildirilmistir (Piesik ve
ark., 2011). Arabidopsis (fare kulag: teresi) bitkisinin Botrytis cinerea ile enfekte
edilmesini takiben ise cis-hekzenal, trans-2-hekzenal ve n-hekzenal salinimi

gerceklesmektedir (Kishimoto ve ark., 2008).

Yesil yaprak ugucularinin, bitkilerin mikrobiyel saldir1 veya hasara maruz
kaldiklarinda saliniyor olmalari adi gegen bilesiklerin kuvvetli antimikrobiyel
Ozellige sahip olabileceklerini akla getirmistir. Nitekim yapilan calismalar ile yesil
yaprak ugucularinin antifungal 6zelliklerinin yan1 sira (Neri ve ark., 2006a; Neri ve
ark., 2006b) deri, solunum ve gastrointestinal kanala yerlesen bircok Gram-pozitif
ve Gram-negatif bakteri grubu iizerine genis yelpazede antibakteriyel etkilerinin
oldugu ortaya konmustur (Bisignano ve ark., 2001; Kubo ve ark., 1995; Kubo ve
Kubo, 1995).

Yesil yaprak ugucularindan trans-2-hekzenal’in Escherichia coli, Salmonella

enteritidis ve Listeria monocytogenes’e kars1 yliksek derecede bakterisidal etkinlige
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sahip oldugu bildirilmistir (Lanciotti ve ark., 2003). Karsilagtirmali bir antibakteriyal
aktivite testinde ise en yiiksek etkinlige sahip yesil yaprak ucucularinin cis-3-
hekzenal ve trans-3-hekzenal oldugu gozlenmistir (Nakamura ve Hatanaka, 2002).
Bu c¢alismada, cis-3-hekzenal’in Staphylococcus aureus TFO 12732 ve metisiline
direncli S. aureus lizerine en diigiik inhibitdr konsantrasyona sahip bilesen oldugu
rapor edilmistir. flgili bilesenlerin antibakteriyel etkinligi, o, B-doymamis karbonil
parcalarinin bakteriyel proteinlerdeki siilfidril ve amino gibi niikleofilik gruplara
yiiksek baglanma affinitesi ile iliskilendirilmistir (Alméras ve ark., 2003). Trans-2-
hekzenal ve trans-2-nonenal’in yliksek derecede antimikrobiyel aktivitesine karsin
hekzenal ve nonenal’m bu Ozellikten tamamen yoksun olmalari, ilgili hipotezi
desteklemektedir (Trombetta ve ark., 2002). Yesil yaprak ucgucularina dahil olan
alkol bilesikler de giiclii antibakteriyal etkinlige sahip olmakla birlikte, aldehit
bilesiklerin bakteriyostatik etkilerinin alkol bilesiklerine nazaran belirgin bir sekilde
daha kuvvetli oldugu bildirilmistir (Nakamura ve Hatanaka 2002). Yesil yaprak
ucucularindan bazi bilesenlerin gevis getiren hayvanlarin 6n midelerindeki Gram-
pozitif bakteriler {izerine de antimikrobiyel etkinlik gdsterdiklerini bildiren
caligmalar mevcuttur (Demirtas ve ark., 2019; Huws ve ark., 2013). Yesil yaprak
ucucularinin bazi bagirsak patojenleri iizerine etkileriyle ilgili siirli sayida ¢alisma
bulunmakla birlikte (Bisignano ve ark., 2001; Kubo ve ark., 1995; Nakamura ve
Hatanaka, 2002) bu bilesiklerin bagirsaklardaki iyi huylu bakteriler {izerine etkileri

ile ilgili herhangi bir literatiire rastlanamamustir.
2.4. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK)

Minimal inhibitér konsantrasyon (MIK), antimikrobiyel etkili bir maddenin, 1
giinliik (24 saatlik) inkiibasyon siiresinin sonunda, bir mikroorganizmanin gozle
goriiliir iremesini durduran en diisiik konsantrasyonudur. MIK degerleri genel olarak
2 temel yontemle belirlenir. Bunlar siv1 diliisyon ve agar diliisyon yontemleridir. Sivi
diliisyon yonteminin de makrodiliisyon (tiip) ve mikrodiliisyon olmak iizere 2 tiirii
vardir. Mikrodiliisyon yonteminde etken maddenin farkli konsantrasyondaki
diliisyonlar1, her biri en fazla 500 pl kapasiteli olan mikroplaka kuyucuklarma
dagitilir (Stimerkan ve Gokahmetoglu, 1998). Her bir kuyucuga esit miktarda bakteri
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eklendikten sonra inkiibasyona birakilan kuyucuklardaki bakteriyel iireme optik
dansite Olgen cihazlarla belirlenir. Optik dansitenin O (Bussmann ve ark., 2010) ya da
<0,1 (Kang ve ark., 2008) oldugu kuyucuktaki etken madde konsantrasyonu MIK
degeri olarak kabul edilir.

Tez c¢alismamizin amaci, antimikrobiyel etkiye sahip yesil yaprak
ucucularinin bagirsak mikroflorasina dahil olan iyi huylu (kommensal) ve koti huylu
(patojen) bakteriler iizerine inhibe edici ve uyarici etkilerini, MIK degerlerini
belirleyerek arastirmaktir. Bu amagla, yesil yaprak ugucularina dahil olan aldehit
bilesiklerden trans-2-hekzenal, cis-3-hekzenal, trans-2-nonenal ve trans-2-
dekanal’in iyi huylu bagirsak bakterilerinden  Bifidobacterium  bifidum,
Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei ile
bagirsak patojenlerinden Fusobacterium nucleatum, Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Salmonella typhimurium tizerine olan

MIK belirlenmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Yesil Yaprak Ucuculari

Calismamizda yesil yaprak ugucularina dahil olan saf aldehit bilesiklerden
cis-3-hekzenal (W256102), trans-2-nonenal (W321303) ve trans-2-dekanal
(W236608) Sigma-Aldrich’ten, trans-2-hekzenal (A11513) ise Alfa Aesar’dan temin

edilmistir.

3.2. Bakteri Suslari, Kullanilan Besiyerleri ve Kiiltiir Kosullari

Calismamizda iyi huylu bagirsak bakterilerinden Bifidobacterium bifidum
ATCC 29521, Bifidobacterium longum ATCC 15697, Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 ve Lactobacillus casei ATCC 393 kullanilmistir. K6tii huylu-patojen
bakterilerden ise Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Clostridium perfringens
ATCC 13124, Staphylococcus aureus ATCC 12600, Escherichia coli ATCC 11775
ve Salmonella typhimurium ATCC 29630 kullanilmistir.

Kullanilan anaerob bakterilerden L. acidophilus, MRS (Mann Rogosa Sharpe)
stvi besiyerinde, B. bifidum ise % 0,05 oraninda sistein ilave edilmis MRS sivi
besiyeri icerisinde (MRS-C) biiyiitiilmiistiir. E. coli ve S. typhimurium ig¢in Luria—
Bertani (LB) besiyeri, S. aureus i¢in ise TSB besiyeri (tryptic soy broth)
kullanilmistir. B. longum, L. casei, C. perfringens ve F. nucleatum i¢in anaerobik bir
besiyeri olan ve kaziton yerine triptikaz pepton eklenerek modifiye edilen Medyum 2
(Hubson, 1969) kullanilmistir (Tablo 3.1). Medyum 2’nin igerisinde bir besiyeri
bileseni olarak bulunan rumen sivisi dnceden mezbahaneden taze olarak alinmis ve
termos kaplar igerisinde laboratuvara transferi gercgeklestirilmistir. Laboratuvarda
steril gazli bezler ile siizme islemine tabi tutulduktan sonra 15 ml’lik tiiplere alinarak
15000 rpm’de oda sicakliginda santrifiij edilmis ve berrak supernatant besiyeri
bileseni olarak kullanilmistir (Sekil 3.1). 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 icerisindeki oksijen uzaklastirilmistir (Sekil 3.2).

Besivyeri icerisinde bulunan ve bir redoks potansiyeli indikatorii olan resazurin’in
y ¢ p Yy
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besiyerinin rengini mavimtirak mor renkten donuk sar1 renge doOniistiirmesi
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 siireyle kabin igerisinde
37 °C’de bekletilmistir. Bakterilerin iiretilecegi agz1 kapakli tiipler de en az 12 saat
Oncesinde anaerobik kabine yerlestirilmek suretiyle i¢lerinde bulunan oksijenin

uzaklagmasi saglanmistir.

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

Besiyeri bileseni

Tryptikaz pepton (BD 211921 Bacto™) 10g

Maya 06ziitii (Sigma Y 1625) 025¢
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 (Sigma 22150) 02¢g
Sistein HCI (Sigma C7880) 0,05 ¢
NaHCOs (Sigma S5761) 04¢g
Deiyonize su 100 ml’ye tamamlayacak miktarda

*Mineral soliisyon 1: 3 g/l K;HPO, (Sigma P3786)

**Mineral soliisyon 2: 3 g/l KH,PO4 (Sigma P9791), 6 g/l (NH4),SO,4 (Sigma
A4915), 6 g/l NaCl (Sigma S7653), 0,6 g/l MgSO4e7H,0 (Sigma 230391) ve 0,6 g/
CaCl, (Sigma C1016)

Kullanilan bakterilerden fakiiltatif anaerob olan E. coli, S. typhimurium ve S.
aureus inkiibator icerisinde (Memmert IN160) 37°C’de iiretilmistir. Zorunlu anaerob
olan diger bagirsak bakterileri ise anaerobik kabin (Whitley DG250) i¢inde, % 80 Ny,
% 10 CO, ve % 10 H, gazlar tarafindan olusturulan anaerobik bir atmosfer altinda
37 °C’de 24-48 saat siireyle biiyiitiilmiislerdir. Gozle ayirt edilen bulaniklik disinda
densitometrede (Den-1B, Biosan) McFarland yogunluk degerinin baslangictaki
degere gore (yaklasik McFarland 4,5-5) artis1 (McFarland 8-14) iireme gostergesi
olarak kabul edilmistir (Sekil 3.4). Biiyliyen bakteri kiiltlirlerinden alinan 25 pl’lik
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inokulum MIK testinde kullanilmak iizere 10 ml’lik anaerobik s1v1 besiyeri icerisine
inokule edilerek 37°C’de 24 saat siireyle tekrar liretilmistir. Geriye kalan bakteri
kiiltiirtinden ise % 15 (v/v)’lik gliserol uygulamasi ile 2 m1’lik vida kapakli 6zel steril
kriyo tiiplerde gerektiginde tekrar kullanilmak iizere stoklar olusturulmus ve -

80°C’de ultra derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Besiyeri bileseni olarak kullanilan berrak rumen sivist
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Sekil 3.2. Besiyerinin karbondioksitle doyurulmasi

Sekil 3.3. Besiyerinin karbondioksitle doyurulma 6ncesi (a) ve sonrast (b) goriiniimii
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Sekil 3.4. Uremis bakteri susunda gozle ayirt edilen bulaniklik (a) ve McFarland
yogunluk degeri (b)

3.3. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Tayini

Yesil yaprak ugucularmin 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) icerisinde,
Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical Laboratory Standards Institute,
CLSI) (CLSI, 2016) kriterleri temel alinarak mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir. Fakiiltatif anaerob olan E. coli, S. typhimurium ve S. aureus igin ise
biyogiivenlik kabini ClassIl A2 (Bilser BLF 2000) kullanilmistir. Yesil yaprak
ucucular1 etanol icerisinde ¢oOzdiiriilerek % 50 (v/v) konsantrasyonda stok
soliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan stok soliisyonlardan ilgili bakterinin tiretildigi
besiyeri igerisinde (1000, 500, 250, 125, 62,5; 31,3; 15,6; 7,8 ve 3,9 pg/ml) seri
diliisyonlar elde edilmistir. Anaerobik kabinde 96-kuyucuklu steril ve kapakli
mikroplakalarin (Corning 3599, Flatbottom) her kuyucuguna 200 pl miktarinda
eklenmistir (Tablo 3.2). Uzerine sivi besiyerinde iiretilen 4 x 10" hiicre/ml
yogunluktaki bakteriden 20 pl inokule edilmistir (Tablo 3.2). Kuyucuk basina
inokule edilen bakteri miktarini belirlemek lizere bakteri kiltiiriinden alinan 6rnek,

besiyeri ile 10 kat sulandirildiktan sonra 1:9 oraminda uygulanan % 37’lik
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formaldehitle tespit edilmistir. Faz-kontrast mikroskobu (Olympus CX41)
kullanilarak Thoma bakteri sayim laminda (derinlik: 0.02 mm, kii¢lik kare alani:
0.0025 mm?) bakteri sayimi yapilmis ve ortalama say1 yaklasik 4x10' hiicre/ml
olarak belirlenmistir. Her bir 6rnek konsantrasyonu i¢in ii¢ kuyucuk kullanilmis ve
her bir test 6rnegi i¢in besiyeri kontrolii ve iireme kontrolii (0 konsantrasyon)
kuyucuklart bulundurulmustur (Tablo 3.2). Mikroplakalar anaerobik kabin igerisinde
37 °C’de 24 saat siireyle (E. coli, S. typhimurium ve S. aureus ise inkiibator
igerisinde 37 °C’de) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikrobiyel
gelisme, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nde bulunan mikroplaka okuyucusu (Epoch, BioTek)
kullanilarak 600 nm’de belirlenmistir. Mikrobiyel gelismenin olmadigr ve ODggp
degerinin < 0,1 bulundugu en diisiik madde konsantrasyonu MiK degeri olarak kabul

edilmistir.

Sekil 3.5. Calismada kullanilan anaerobik kabin (Whitley DG250, Don Whitley,
West Yorkshire, UK)
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Tablo 3.2. Mikrodiliisyon yonteminde kullanilan 96-kuyucuklu mikroplakalarin
calismadaki diizeni

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

A B B+Bak 39 7.8 15,6 31,3 62,5 125 250 500 1000
(0) Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak

B B BtBak 39 7,8 156 31,3 62,5 125 250 500 1000
(0) Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak

C B BtBak 39 7,8 156 31,3 62,5 125 250 500 1000
(0) Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak

D B BtBak 39 7.8 15,6 31,3 62,5 125 250 500 1000
Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak

E B B+Bak 39 7,8 156 31,3 62,5 125 250 500 1000
Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak

F B B+Bak 39 7,8 156 31,3 62,5 125 250 500 1000
Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak

G B BtBak 39 7.8 15,6 31,3 62,5 125 250 500 1000
Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak

H B BtBak 39 7,8 156 31,3 62,5 125 250 500 1000
Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak Bak

B: Besiyeri, Bak: Bakteri, 1. kuyucuk: Besiyeri kontrol kuyucugu, 2. kuyucuk:
Ureme kontrol kuyucugu, 3-11. kuyucuklar: Etken maddenin seri diliisyonlarinin
eklendigi kuyucuklar

3.4. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler Minitab 15 programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Arastirmaya ait veriler varyans analizi ile (one-way ANOVA) degerlendirilmis ve
devaminda etken madde icermeyen kontrol grubu (0 pg/ml) ile farkh
konsantrasyonlarda etken madde igeren deneme gruplari arasindaki farkliliklarin
onem derecesi Dunnett testi ile belirlenmistir. Onemlilik derecesi olarak P<0,05

diizeyi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Yesil yaprak ugucularinin iyi huylu ve kotli huylu bagirsak bakterileri lizerine
uyarici (stimilator) ve baskilayict (inhibitor) etkileri Sekil 4.1-4.36’de ve Tablo 4.2-
4.10°da verilmistir. Yesil yaprak ucucularinin MIK degerleri ise Tablo 4.1°de
ozetlenmistir. Iyi huylu bakterilerden B. longum tiim yesil yaprak ucuculart
tarafindan 1000 pg/ml dozunda baskilanirken, trans-2-dekanal ayni dozda tiim iyi
huylu bagirsak bakterilerini baskilamistir. Kotii huylu bagirsak bakterilerinden F.
nucleatum, tim yesil yaprak ugucular1 tarafindan 500 pg/ml dozda baskilanmistir.
Cis-3-hekzenal ve trans-2-nonenal C. perfringens’i 1000 pg/ml dozda, trans-2-
dekanal ise C. perfringens ve S. aureus’n 500 pg/ml dozda baskilamigtir. Kullanilan

yesil yaprak ugucular1 E. coli ve S. typhimurium’un iiremesini baskilayamamislardir.

4.1. Yesil Yaprak Ucucularimn iyi Huylu (Kommensal) Bagirsak Bakterileri

Uzerine Etkileri

Arastirmamizda iyi huylu bagirsak bakterilerinin yesil yaprak ugucularina
kars1, koti huylu bakterilere gore daha direngli oldugu gozlenmistir. Trans-2-
hekzenal, cis-3-hekzenal ve trans-2-nonenal B. longum disindaki diger iyi huylu

bakteriler iizerine baskilayici etki olusturmamustir (Tablo 4.1).

Iyi huylu bakterilerden B. bifidum’un iiremesi trans-2-hekzanal (Sekil 4.1) ve
trans-2-dekanal (Sekil 4.4) tarafindan 3,9-250 pg/ml dozlarinda, cis-3-hekzanal
(Sekil 4.2) tarafindan 15,6 ve 31,3 pg/ml dozlarinda ve trans-2-noneal (Sekil 4.3)
tarafindan ise 3,9-500 pg/ml dozlarinda uyarilmistir (P<0,05). Cis-3-hekzanal ve
trans-2-nonenal 1000 pg/ml dozunda B. bifidum iizerine antimikrobiyel etki
gostermis olmakla birlikte (P<0,05) bu bakterinin iiremesi sadece trans-2-dekanal

tarafindan 1000 pg/ml dozunda baskilanmistir (P<0,05) (Tablo 4.2).
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Trans-2-hekzenal

0.9 -
0.8 -
0.7 1
0.6 -

0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

Optik dansite (OD 600 nm)

0 39 7.8 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ng/ml)

Sekil 4.1. Trans-2-hekzenal’in Bifidobacterium bifidum lizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.

Cis-3-hekzenal

0.9 - * *

08 -

g 07 - *

: 0.6 -

205 -

204 -

S 0.3

£ 02 -

g0l -
0 ; ; . . . . . . . .

0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ug/ml)

Sekil 4.2. Cis-3-hekzenal’in Bifidobacterium bifidum iizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Trans-2-nonenal

0.9 - * * * * * * * *

0.8 -
0.7 1
0.6 -
0.5 1
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

0 T T T T T T T T T 1
0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000

Doz (ng/ml)

Optik dansite (OD 600 nm)
*

Sekil 4.3. Trans-2-nonenal’in Bifidobacterium bifidum {izerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.

Trans-2-dekanal

0.8 1
0.7 -
0.6 - *
0.5 1
0.4 -

Optik dansite (OD 600 nm)

0.3
0.2
0.1

MIK

*

39 7.8 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ng/ml)

Sekil 4.4. Trans-2-dekanal’in Bifidobacterium bifidum {izerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuclar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak

(P<0,05)

optik  dansitenin

kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu

konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MiK: Minimal inhibitér konsantrasyon



Iyi huylu bakterilerden B. longum iizerine yesil yaprak ugucularinin uyarici
etkilerinin olmadigi gozlenmistir. Bunun yaninda, yesil yaprak ugucularindan trans-
2-dekanal 7,8-500 pg/ml (P<0,05; Sekil 4.8), trans-2-nonenal 125-500 pg/ml
(P<0,05; Sekil 4.7) ve cis-3-hekzanal 500 pg/ml konsantrasyonlarinda (P<0,05)
(Sekil 4.6) antimikrobiyel etki gOstermis olmakla birlikte, kullanilan tim yesil
yaprak ucgucular1 bu bakteriyi 1000 pg/ml dozunda baskilamiglardir (P<0,05; Sekil
4.5,4.6,4.7 ve 4.8) (Tablo 4.3).

Trans-2-hekzenal

o
(@)
)

g
W

<
~
1

MIK

I
o

Optik dansite (OD 600 nm)
= =
—_ %)

=)

0 3.9 7.8 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ng/ml)

Sekil 4.5. Trans-2-hekzenal’in Bifidobacterium longum lizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MIK: Minimal inhibitdr konsantrasyon
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Cis-3-hekzenal

0.5 -
0.45 -

o
~
1

0.35 -

o
W
1

0.25 -
MIK
0.15 - *

o
)
1

Optik dansite (OD 600 nm)
=]

0.05 -

0 T T T T T T T T T 1
0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000

Doz (ng/ml)

Sekil 4.6. Cis-3-hekzenal’in Bifidobacterium longum izerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MiK: Minimal inhibitér konsantrasyon

Trans-2-nonenal

=
(@)}
)

©
W

N
~

o
[\S]
1

Optik dansite (OD 600 nm)
= =
—_ 3%}

o

0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ng/ml)

Sekil 4.7. Trans-2-nonenal’in Bifidobacterium longum iizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MIK: Minimal inhibitdr konsantrasyon
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Trans-2-dekanal

0.3 -

Optik dansite (OD 600 nm)
=

(=)

0 3.9 7.8 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ng/ml)

Sekil 4.8. Trans-2-dekanal’in Bifidobacterium longum lizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MiK: Minimal inhibitér konsantrasyon

Iyi huylu bagirsak bakterilerinden L. acidophilus iiremesi yesil yaprak
ucucularindan sadece trans-2-dekanal tarafindan 31,3-62,5 pg/ml dozlarinda
uyarilmistir (P<0,05; Sekil 4.12). Bununla birlikte trans-2-dekanal bu bakteri iizerine
500 pg/ml dozunda antimikrobiyel etki gostermeye baslamis, 1000 pg/ml dozunda
ise baskilamistir (P<0,05; Sekil 4.12). Trans-2-hekzenal bu bakteri iizerine uyarici ya
da baskilayic1 herhangi bir etki gostermemistir (Sekil 4.9). Cis-3-hekzenal 500-1000
pug/ml (P<0,05; Sekil 4.10) ve trans-2-nonenal ise 1000 pg/ml dozunda (P<0,05;
Sekil 4.11) antimikrobiyel etki gostermis olmakla birlikte, bu bilesiklerin L.
acidophilus’n kullanilan higbir dozda tam olarak baskilamadiklart goriilmiistiir

(Tablo 4.4).
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Trans-2-hekzenal

£ 09 -

=
g0.8-
e 0.7 -

0 T T T T T T T T T 1
0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000

Doz (ng/ml)

Sekil 4.9. Trans-2-hekzenal’in Lactobacillus acidophilus lizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.

Cis-3-hekzenal

709 -

=

g 0.8 - % Ed
e 0.7 -

0 T T T T T T T T T 1
0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000

Doz (ng/ml)

Sekil 4.10. Cis-3-hekzenal’in Lactobacillus acidophilus {izerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuclar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Trans-2-nonenal

£ 09 -

0 T T T T T T T T T 1
0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000

Doz (ng/ml)

Sekil 4.11. Trans-2-nonenal’in Lactobacillus acidophilus iizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ng/ml)

Sekil 4.12. Trans-2-dekanal’in Lactobacillus acidophilus {izerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MIK: Minimal inhibitdr konsantrasyon
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Yesil yaprak ucuculari iyi huylu bakterilerden L. casei’nin iiremesi iizerine
uyarici etki gostermemislerdir. Bu bakteri {izerine trans-2-hekzenal ve cis-3-hekzenal
500 ve 1000 pg/ml dozlarinda (P<0,05; Sekil 4.13 ve 4.14), trans-2-nonenal ise 1000
pg/ml dozunda antimikrobiyel etki gdstermis olmakla birlikte (P<0,05; Sekil 4.15)
baskilayici etki olusturmamislardir. Trans-2-dekanal bu bakteri tizerine 500 pg/ml
dozdan itibaren antimikrobiyel etki gostermis, 1000 pg/ml’de ise ilgili bakteriyi
tamamen baskilamistir (P<0,05; Sekil 4.16) (Tablo 4.5).

Trans-2-hekzenal

’_W’O—Q\i_;
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0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ng/ml)

Sekil 4.13. Trans-2-hekzenal’in Lactobacillus casei 1iizerine uyarict/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Cis-3-hekzenal

S
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0 3.9 7.8 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ng/ml)

Sekil 4.14. Cis-3-hekzenal’in Lactobacillus casei lizerine uyarici/baskilayici etkileri.
Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu konsantrasyonlar * ile
isaretlenmistir.

Trans-2-nonenal

0.7 1

E 06 -
S

S 0.5 -
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2 0.1 -
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0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000

Doz (ng/ml)

Sekil 4.15. Trans-2-nonenal’in Lactobacillus casei iizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Sekil 4.16. Trans-2-dekanal’in Lactobacillus casei iizerine uyarict/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MiK: Minimal inhibitér konsantrasyon

4.2. Yesil Yaprak Ucucularmmn Koti Huylu (Patojen) Bagirsak Bakterileri
Uzerine Etkileri

Kot huylu bagirsak bakterileri lizerine yesil yaprak ugucular1 uyarict etki
gostermezken, cesitli dozlarda antimikrobiyel ve inhibitor etkiler gdstermislerdir.
Kot huylu bagirsak bakterileri {izerine en etkili bilesigin trans-2-dekanal, en etkisiz
bilesigin ise trans-2-hekzenal oldugu gozlenmistir. F. nucleatum’un yesil yaprak
ucucularma en duyarh bakteri iken, E. coli ve S. typhimurium’un ise en direncli

bakteriler oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.1).

Yesil yaprak ugucularindan trans-2-hekzenal, kotii huylu bakterilerden C.
perfringens tlzerine 15,6-1000 pg/ml dozlarinda antimikrobiyel etki gostermis
olmakla birlikte (P<0,05) bu bakteriyi tam olarak baskilayamamistir (Sekil 4.17).
Cis-3-hekzenal 7,8 pg/ml (P<0,05; Sekil 4.18), trans-2-nonenal ise 62,5 pg/ml
dozlarindan itibaren C. perfringens Tlzerine antimikrobiyel etki gostermeye
baslamislardir (P<0,05; Sekil 4.19). Tlgili bilesikler 1000 pg/ml dozunda bu bakteriyi
tamamen baskilamiglardir (P<0,05; Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). Trans-2-dekanal ise bu

bakteri lizerine en etkili bilesik olup 7,8 pg/ml’den itibaren antimikrobiyel etki
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gostermeye baslamig, 500 pg/ml’de ise ilgili bakteriyi tamamen baskilamistir

(P<0,05; Sekil 4.20) (Tablo 4.6).

Trans-2-hekzenal

0.8 -
E 07 -
2 0.6
\&
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; 04 -
203 -
202 -
20.1 -

0 39 78 156 313 625 125 250 500 1000
Doz (ng/ml)

Sekil 4.17. Trans-2-hekzenal’in Clostridium perfringens iizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Sekil 4.18. Cis-3-hekzenal’in Clostridium perfringens lzerine uyarici/baskilayict
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MiK: Minimal inhibitér konsantrasyon

Trans-2-nonenal

0 T T T T T T T T T 1
0 39 7.8 156 313 625 125 250 500 1000

Doz (ng/ml)

Sekil 4.19. Trans-2-nonenal’in Clostridium perfringens iizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuclar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon
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Trans-2-dekanal
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Sekil 4.20. Trans-2-dekanal’in Clostridium perfringens ilizerine uyarict/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MiK: Minimal inhibitér konsantrasyon

Kot huylu bagirsak bakterilerinden S. aureus iizerine trans-2-hekzenal’in
etkisiz oldugu gozlenmistir (Sekil 4.21). Cis-3-hekzenal ve trans-2-nonenal ise bu
bakteri tizerine 250-1000 pg/ml dozlarinda antimikrobiyel etki gostermis olmakla
birlikte (P<0,05) ilgili bakteriyi tam olarak baskilayamamigslardir (Sekil 4.22 ve
4.23). Bu bakteri iizerine de en etkili bilesik frans-2-dekanal olup 62,5 pg/ml
dozundan itibaren antimikrobiyel etki gostermeye baslamis, 500 ug/ml dozunda ise

tam baskilama gerceklestirmistir (P<0,05; Sekil 4.24) (Tablo 4.7).
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Sekil 4.21. Trans-2-hekzenal’in Staphylococcus aureus iizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.22. Cis-3-hekzenal’in Staphylococcus aureus tlizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Sekil 4.23. Trans-2-nonenal’in Staphylococcus aureus lizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Sekil 4.24. Trans-2-dekanal’in Staphylococcus aureus lizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuclar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon
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Kotii huylu bagirsak bakterilerinden E. coli lizerine trans-2-dekanal 3,9-1000
png/ml (P<0,05; Sekil 4.28), cis-3-hekzenal 7,8-1000 pg/ml (P<0,05; Sekil 4.26),
trans-2-hekzenal 125-1000 pg/ml (P<0,05; Sekil 4.25), trans-2-nonenal ise 1000
ng/ml dozlarinda (P<0,05; Sekil 4.27) antimikrobiyel etki gostermis olmakla birlikte
kullanilan yesil yaprak ugucular1 bu bakteriyi tamamen baskilayamamislardir (Tablo

4.8).
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Sekil 4.25. Trans-2-hekzenal’in Escherichia coli izerine uyarici/baskilayict etkileri.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu konsantrasyonlar * ile
isaretlenmistir.
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Sekil 4.26. Cis-3-hekzenal’in Escherichia coli lizerine uyarici/baskilayici etkileri.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu konsantrasyonlar * ile
isaretlenmistir.
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Sekil 4.27. Trans-2-nonenal’in Escherichia coli iizerine uyarici/baskilayict etkileri.
Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu konsantrasyonlar * ile
isaretlenmistir.
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Sekil 4.28. Trans-2-dekanal’in Escherichia coli lizerine uyarici/baskilayici etkileri.
Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu konsantrasyonlar * ile
isaretlenmistir.

S. typhimurium tizerine de trans-2-hekzenal (P<0,05; Sekil 4.29) ve trans-2-
nonenal 3,9-1000 pg/ml (P<0,05; Sekil 4.31), trans-2-dekanal 31,3-1000 pg/ml
(P<0,05; Sekil 4.32), cis-3-hekzenal ise 250-1000 pg/ml dozlarinda antimikrobiyel
etki gostermis (P<0,05; Sekil 4.30) fakat tam baskilama gerceklestirememislerdir
(Tablo 4.9).
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Sekil 4.29. Trans-2-hekzenal’in Salmonella typhimurium lizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.

Cis-3-hekzenal
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Sekil 4.30. Cis-3-hekzenal’in Salmonella typhimurium iizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Sekil 4.31. Trans-2-nonenal’in Salmonella typhimurium tlizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Sekil 4.32. Trans-2-dekanal’in Salmonella typhimurium lizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuclar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir.
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Yesil yaprak ucucularina en duyarli patojen olan F. nucleatum izerine ise
trans-2-hekzenal 500 pg/ml dozda direkt baskilama gostermistir (P<0,05; Sekil
4.33). Cis-3-hekzenal ve trans-2-nonenal’in bu bakteri {izerine antimikrobiyel
aktiviteleri 250 pg/ml dozda baglamig (P<0,05) ve 500 pg/ml dozda ise tam
baskilama gergeklesmistir (P<0,05; Sekil 4.34 ve 4.35). Antimikrobiyel etkisi 3,9
ng/ml dozdan itibaren baglayan trans-2-dekanal da bu bakteriyi 500 pg/ml dozunda
tamamen baskilamistir (P<0,05; Sekil 4.36) (Tablo 4.10).

Trans-2-hekzenal
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Sekil 4.33. Trans-2-hekzenal’1n Fusobacterium nucleatum lizerine
uyarici/baskilayici etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.
[statistiksel olarak (P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkl
oldugu konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MiK: Minimal inhibitdr konsantrasyon
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Sekil 4.34. Cis-3-hekzenal’in Fusobacterium nucleatum tizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MiK: Minimal inhibitér konsantrasyon
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Sekil 4.35. Trans-2-nonenal’in Fusobacterium nucleatum iizerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin  kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MIK: Minimal inhibitdr konsantrasyon
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Sekil 4.36. Trans-2-dekanal’in Fusobacterium nucleatum {izerine uyarici/baskilayici
etkileri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak
(P<0,05) optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu
konsantrasyonlar * ile isaretlenmistir. MiK: Minimal inhibitér konsantrasyon

Tablo 4.1. Yesil yaprak ucucularmin iyi huylu ve kétii huylu bagirsak bakterileri
tizerine minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri

Bagirsak bakterileri MIK degerleri (ng/ml)

trans-2- cis-3- trans-2- trans-2-
fyi huylular hekzenal hekzenal  nonenal dekanal
Bifidobacterium bifidum - - - 1000
Bifidobacterium longum 1000 1000 1000 1000
Lactobacillus acidophilus - - - 1000
Lactobacillus casei - - - 1000
Kotii huylular
Fusobacterium nucleatum 500 500 500 500
Clostridium perfringens - 1000 1000 500
Staphylococcus aureus - - - 500

Escherichia coli - - - .
Salmonella typhimurium - - - -

(-):MIK degerleri 1000 pg/ml’nin iizerindedir.
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Tablo 4.2.

Yesil

yaprak

uyarict/baskilayici etkileri

ucucularinin  Bifidobacterium  bifidum {izerine

Optik dansite (ODgoo nm)

Bifidobacterium bifidum

Doz (ng/ml)

trans-2- cis-3- trans-2- trans-2-

hekzenal hekzenal nonenal dekanal
0 0,637+0,023  0,739+0,012  0,704+0,015  0,699+0,010"
3,9 0,799+0,032°  0,807+0,016  0,826+0,009  0,790+0,016"
7,8 0,806+0,052°  0,808+0,023  0,818+0,008°  0,789+0,016
15,6 0,793+0,037"  0,832+0,012"  0,831+0,003°  0,829+0,004"
31,3 0,817+0,019° 0,833+0,018°  0,835+£0,013°  0,808+0,014"
62,5 0,857+0,020° 0,809+0,008  0,821+0,004"  0,789+0,009"
125 0,800+0,039°  0,780+0,029  0,834+0,011°  0,832+0,011"
250 0,823+0,014° 0,764+0,025  0,824+0,023°  0,793+0,017"
500 0,743+0,005  0,741+0,023  0,843+0,012°  0,517+0,031"
1000 0,655+0,032  0,656+0,013  0,215+0,016°  0,080+0,005 "

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu ayni siitundaki
konsantrasyonlar ~ ile isaretlenmistir. Minimal inhibitér konsantrasyona (MiK) ait
optik dansite degerleri * ile isaretlenmistir.

Tablo 4.3. Yesil yaprak wugucularimin Bifidobacterium longum {izerine
uyarict/baskilayici etkileri

Optik dansite (ODgoo nm)

Bifidobacterium longum
Doz (ng/ml) trans-2- cis-3- trans-2- trans-2-

hekzenal hekzenal nonenal dekanal

0 0,438+0,013 0,442+0,018 0,521+0,006 0,487+0,009
3,9 0,474+0,018 0,435+0,012 0,501+0,011 0,464+0,007
7,8 0,448+0,006 0,4474+0,010 0,482+0,007 0,44240,015"
15,6 0,433+0,013 0,409+0,012 0,480+0,018 0,430+0,008"
31,3 0,449+0,018 0,412+0,009 0,483+0,012  0,443+0,001"
62,5 0,42140,005 0,432+0,017 0,492+0,017 0,442+0,005"
125 0,4424+0,019 0,400+0,007  0,469+0,012°  0,431+0,008"
250 0,436£0,015  0,430+0,015  0,479+0,000°  0,419+0,004"
500 0,398+0,005  0,286+0,009"  0,448+0,008"  0,352+0,011"
1000 0,065+0,009"  0,099+0,018™ 0,079+0,010"  0,088+0,009*

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu ayni siitundaki
konsantrasyonlar ~ ile isaretlenmistir. Minimal inhibitér konsantrasyona (MiK) ait
optik dansite degerleri * ile isaretlenmistir.
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Tablo 4.4. Yesil yaprak ugucularinin Lactobacillus acidophilus iizerine
uyarict/baskilayici etkileri

Optik dansite (ODggo nm)

Lactobacillus acidophilus
Doz (ng/ml) trans-2- cis-3- trans-2- trans-2-

hekzenal hekzenal nonenal dekanal

0 0,783+0,019  0,826=+0,023 0,836+0,018 0,829+0,012
3,9 0,829+0,016  0,816+0,011 0,866+0,021 0,883+0,016
7,8 0,849+0,010 0,823+0,019 0,869+0,009 0,88440,008
15,6 0,825+0,037  0,841+0,005 0,861+0,010 0,891+0,008
31,3 0,851+0,024  0,868+0,007 0,885+0,007 0,945+0,025"
62,5 0,838+0,006  0,860+0,023 0,902+0,006 0,905+0,023"
125 0,788+0,024  0,847+0,030  0,918+0,008 0,887+0,015
250 0,758+0,023  0,813=+0,009 0,893+0,031 0,856+0,022
500 0,70140,035  0,665+0,013°  0,929+0,004  0,453+0,026
1000 0,684+0,046  0,677+0,014 0,323+0,043"  0,100+0,005*

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu ayni siitundaki
konsantrasyonlar ~ ile isaretlenmistir. Minimal inhibitér konsantrasyona (MiK) ait
optik dansite degerleri * ile isaretlenmistir.

Tablo 4.5. Yesil yaprak ugucularinin Lactobacillus casei lizerine uyarici/baskilayici

etkileri
Optik dansite (ODggo nm)
Lactobacillus casei

Doz (ng/ml) trans-2- cis-3- trans-2- trans-2-

hekzenal hekzenal nonenal dekanal
0 0,549+0,013  0,539+0,008 0,564+0,011 0,55440,014
3,9 0,550+0,010  0,497+0,008 0,587+0,018 0,565+0,008
7,8 0,518+0,001  0,514+0,010 0,573+0,011 0,5774+0,006
15,6 0,531+0,005  0,501+0,003 0,562+0,002 0,566+0,019
31,3 0,518+0,011  0,510+0,020 0,585+0,011 0,584+0,013
62,5 0,502+0,001  0,516+0,013 0,564+0,009 0,570+0,008
125 0,517+0,004  0,496+0,014 0,578+0,017 0,5554+0,004
250 0,514+0,023  0,493+0,010 0,593+0,037 0,569+0,011
500 0,491+0,010° 0,438+0,011°  0,565+0,022  0,504+0,015"
1000 0,486+0,016  0,167+0,013°  0,179+0,011°  0,0620,005 "

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu ayni siitundaki

*
konsantrasyonlar

optik dansite degerleri * ile isaretlenmistir.
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Tablo Yesil yaprak ucucularinin  Clostridium perfringens iizerine
uyarict/baskilayici etkileri
Optik dansite (ODggo nm)

Doz (ug/ml) Clostridium perfringens

trans-2- cis-3- trans-2- trans-2-

hekzenal hekzenal nonenal dekanal
0 0,744+0,013  0,698+0,007  0,747+0,004  0,737+0,001
3,9 0,688+0,015  0,667+0,002  0,721+0,013  0,698+0,014
7,8 0,686+0,013  0,661+£0,004  0,721+0,018  0,691+0,006"
15,6 0,672+0,013°  0,626+0,009°  0,709+0,022  0,687+0,010"
31,3 0,676+0,007°  0,641+0,006°  0,688+0,018  0,682+0,004"
62,5 0,635+0,015  0,618+0,011°  0,668+0,017°  0,640+0,010
125 0,568+0,013°  0,563+0,014"  0,629+0,018°  0,602+0,005
250 0,501+0,007° 0,439+0,009°  0,505+0,016  0,505+0,012°
500 0,488+0,019° 0,438+0,000° 0,233+0,057°  0,072+0,035"
1000 0,456+0,027°  0,000+£0,003* 0,046+0,017 "  0,074+0,006

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu ayni siitundaki
konsantrasyonlar ~ ile isaretlenmistir. Minimal inhibitér konsantrasyona (MiK) ait

optik dansite degerleri * ile isaretlenmistir.

Tablo 4.7. Yesil yaprak ucucularinin Staphylococcus aureus {izerine
uyarict/baskilayici etkileri
Optik dansite (ODggo nm)
Staphylococcus aureus
Doz (ng/ml) trans-2- cis-3- trans-2- trans-2-
hekzenal hekzenal nonenal dekanal

0 0,873+0,016  0,833+0,012 0,856+0,031 0,775+0,014
3,9 0,849+0,036  0,808+0,049 0,813+0,030 0,721+£0,015
7,8 0,827+0,052  0,809+0,048 0,803+0,028 0,7424+0,007
15,6 0,792+0,055 0,792+0,034 0,81140,038 0,740+0,011
31,3 0,798+0,049  0,786+0,046 0,785+0,045 0,716%0,009
62,5 0,776+0,056  0,768+0,005 0,799+0,035 0,618+0,016"
125 0,772+0,001  0,719+0,023 0,7184+0,024 0,610+0,004"
250 0,752+0,057  0,657+0,016"  0,659+0,026"  0,640+0,079"
500 0,747+0,061  0,441+0,018"  0,633+0,031°  0,075+0,025™
1000 0,748+0,022  0,217+0,011°  0,603+£0,037"  0,034+0,004"

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu ayni siitundaki
konsantrasyonlar ~ ile isaretlenmistir. Minimal inhibitér konsantrasyona (MiK) ait

optik dansite degerleri * ile isaretlenmistir.
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Tablo 4.8. Yesil yaprak ugucularinin Escherichia coli iizerine uyarici/baskilayici

etkileri
Optik dansite (ODggo nm)
Escherichia coli

Doz (ng/ml) trans-2- cis-3- trans-2- trans-2-

hekzenal hekzenal nonenal dekanal
0 0,944+0,017  0,981£0,009  0,984+0,017  0,940+0,012
3,9 0,940+0,016  0,917+0,010  0,938+0,005  0,921+0,015"
7,8 0,916+0,021  0,907+0,009°  0,927+0,009  0,893+0,003"
15,6 0,908+0,022  0,892+0,008°  0,920+0,010  0,884:0,006"
31,3 0,909+0,013  0,898+0,002°  0,864+0,016  0,834+0,008"
62,5 0,904+0,028  0,884+0,015  0,850+0,024  0,813+0,007"
125 0,906+0,026°  0,853+0,003°  0,787+0,044  0,778+0,002"
250 0,891+0,032°  0,805+0,020°  0,761+0,068  0,712+0,004"
500 0,870+0,044°  0,691+0,008°  0,771£0,046  0,653+0,004"
1000 0,811+0,008°  0,675+0,029°  0,796+0,029°  0,582+0,021"

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu ayni siitundaki
konsantrasyonlar " ile isaretlenmistir.

Tablo 4.9.

Yesil

uyarict/baskilayici etkileri

yaprak ugucularinin  Salmonella

typhimurium  {izerine

Optik dansite (ODg0o nm)

Salmonella typhimurium

Doz (ng/ml) trans-2- cis-3- trans-2- trans-2-
hekzenal hekzenal nonenal dekanal
0 0,955+0,020  0,933+0,009  0,933+0,008  0,948+0,020
3,9 0,865+0,005°  0,903+0,031  0,877+0,007  0,924+0,013
7,8 0,848+0,010°  0,861+0,015  0,865+0,008"  0,861+0,008
15,6 0,854+0,003°  0,862+0,024  0,856+0,006  0,888+0,009
31,3 0,849+0,007°  0,850+0,009  0,858+0,008"  0,799+0,008"
62,5 0,856+0,008°  0,852+0,007  0,782+0,012°  0,766+0,013"
125 0,835+0,007°  0,852+0,030  0,723+0,011°  0,714+0,034"
250 0,841+0,004° 0,816+0,015°  0,674+0,010°  0,673+0,017
500 0,848+0,008"  0,726+0,024°  0,678+0,012°  0,692+0,029"
1000 0,862+0,012°  0,553+0,028°  0,658+0,002°  0,740+0,098"

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu ayni siitundaki

konsantrasyonlar " ile isaretlenmistir.
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Tablo 4.10. Yesil

uyarict/baskilayici etkileri

yaprak ugucularinin  Fusobacterium nucleatum {izerine

Doz (ng/ml)

Optik dansite (ODgoo nm)

Fusobacterium nucleatum

trans-2- cis-3-hekzenal trans-2- trans-2-

hekzenal nonenal dekanal
0 0,585+0,033  0,535£0,006  0,555+0,020  0,574+0,011
3,9 0,527+0,016  0,518+0,021  0,513+0,022  0,481+0,017"
7,8 0,609+0,045  0,547+0,021  0,485+0,003  0,501+0,024"
15,6 0,571+0,022  0,573+0,053  0,506+0,046  0,517+0,010"
31,3 0,497+0,049  0,515+0,019  0,513+0,015  0,485+0,013"
62,5 0,537+0,022  0,601+0,015  0,529+0,013  0,507+0,008"
125 0,503+0,067  0,507+0,005  0,533+0,011  0,531+0,016"
250 0,499+0,002  0,415+0,030°  0,472+0,027  0,208+0,008"
500 0,050+0,004* 0,085+0,011°%  0,074+£0,003*  0,062+0,008"*
1000 0,039+0,004°  0,007+0,012°  0,058+0,011°  0,054+0,008"

Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak (P<0,05)
optik dansitenin kontrol grubundan (0 pg/ml) farkli oldugu ayni siitundaki
konsantrasyonlar ~ ile isaretlenmistir. Minimal inhibitér konsantrasyona (MiK) ait

optik dansite degerleri * ile isaretlenmistir.
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5. TARTISMA

Insan ve hayvanlarin viicudundaki deri ve mukozalar gibi epitelyal yiizeyler,
¢ok sayida mikroorganizmanin birbirleriyle ve ayn1 zamanda canli ile simbiyotik bir
iliski i¢cinde yasadig1 dogal habitatlardir. Bunlardan biri olan bagirsaklarda bulunan
mikrobiyel flora, neredeyse canli bir organinkine esdeger diizeyde fizyolojik
fonksiyonlara sahiptir (O’Hara ve Shanahan, 2006). Bagirsaklardaki iyi huylu
mikroorganizmalarm  en  Onemli  fizyolojik  fonksiyonlar1  sindirilemeyen
karbonhidratlar1 fermente ederek baslica asetat, propiyonat ve biitiratin olusturdugu
kisa zincirli yag asitlerini olusturmalaridir. S6z konusu metabolik son iiriinler
bagirsak epitel hiicrelerinin en 6nemli enerji kaynaklar1 arasinda yer almaktadir
(Canny ve McCormick, 2008). Bunlardan asetat ve propiyonat bagirsak epitel
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve biiyiimesini uyarirken, biitirat ise liremelerini engelleyip
farklilagsmasini stimiile etmektedir (Siavoshian ve ark., 2000). Bu 6zelligi sayesinde
biitiratin kolorektal kanser hiicre hatlarinin canliligini ve tiremelerini baskiladigi
bilinmektedir (Bultman, 2014). Kolon mikrobiyatasinin insan ve hayvanlardaki
kolorektal kanser iizerine etkilerini arastiran 31 adet orijinal makalenin sonuglarinin
derlendigi bir ¢alismada (Borges-Canha ve ark., 2015), kolorektal kanser
vakalarinda, Bifidobacterium, Lactobacillus, Ruminococcus ve Faecali bacterium
spp. gibi 1yi huylu bagirsak bakterilerinin miktarlarinin kalici bir sekilde sinirlandigi
buna karsilik, Fusobacteria ve Staphylococcaceae gibi kotii huylu bakterilerin
sayilarmin ise belirgin diizeyde arttigi bildirilmektedir. Ozellikle, kolorektal kanser
hiicrelerindeki DNA hasarmm1 ve yangisal reaksiyonu uyaran, tiimor hiicrelerini
immun sistemin saldirisindan da koruyan F. nucleatum’un kolorektal kanser ile siki
bir sekilde baglantili oldugu bilinmektedir (Bultman, 2016). Bu ¢alismada, kullanilan
tiim yesil yaprak ucucu bilesenleri, 500 png/ml dozunda, F. nucleatum’un biiyiimesini
baskilarken ayni dozda iyt huylu bakterileri ise korumuslardir. Yesil yaprak
ucucularinin  bu bakteri lizerine etkileri ile 1ilgili herhangi bir literatiire
rastlanamamistir. Bununla birlikte, bir seri medikal bitki ekstraktinin, periodontik
hastalarin agizlarindaki periodontal ceplerden izole edilen F. nucleatum iizerine

16384 mg/l doza kadar etkisiz oldugu gozlenmistir (Iauk ve ark., 2003). Ay
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caligmada ticari olarak kullanilan bir antibiyotik olan spiramisinin F. nucleatum

lizerine MIK degerini 64 mg/l oldugu bildirilmistir.

C. perfringens ve S. aureus Gram-pozitif karakterde gida kokenli patojenler
olup bagirsaklardaki miktarlar1 arttiginda enterotoksemi ve siddetli gastrointestinal
hastaliklara neden olabilmektedirler (Rajkovic, 2014). Hayvanlarda C. perfringens’in
sebep oldugu enteritis ve enterotoksemilerde bagirsakta olusan toksinler dolagima
gecerek viicuttaki diger organlar1 da etkileyebilmektedirler (Uzal ve ark., 2010). Bu
bakterinin antibiyotik tedavisi goren hastalarin % 5-40’1nda gozlenen, antibiyotik ile
iligkili ishal vakalarinin yaklasik % 5-15’inden sorumlu oldugu bildirilmektedir
(McFarland, 2007). S. aureus da, global ¢apta morbidite ve mortalite oranlar
oldukea yiiksek bircok hastaligin sebebi olan en yaygin firsat¢1 patojenlerden biridir
(Sannasiddappa ve ark., 2011). Psddomembrandz enterokolit S. aureus un birincil
diizeyde etkeni oldugu hastaliklar arasindadir (Froberg ve ark., 2004). S. aureus ile
enfekte olan hastalarda gozlenen siddetli ishal c¢evrenin kontaminasyonu ile
hastaligin yayilmasina da neden olmaktadir (Ray ve ark., 2003). Bu calismada trans-
2-dekanal 500 pg/ml konsantrasyonda her iki bakteri iizerine de baskilayici etki
gostermistir. Yine bu ¢alismada, trans-2-dekanal S. aureus tizerine baskilayict etki
gosteren tek bilesik olmustur. Bisignano ve ark. (2001)’nin frans-2-dekanal’in S.
aureus (ATCC 6538)’u 250 pg/ml ve metisiline direngli S. aureus’u ise 125-500
pg/ml dozda baskiladigini bildirdikleri arastirmalarinin sonuglari, bu c¢alismanin
bulgular ile benzerlik gostermektedir. Caligmamizda ayrica, trans-2-dekanal’in C.
perfringens iizerine MIK degerinin, trans-2-nonenal ve cis-3-hekzenal’in MIK
degerinden diisiik oldugu goézlenmistir. Arastirmamizda kullandigimiz bilesikler
doymamis yag asitlerinden koken alan a (trams) ve B (cis) grubu doymamis
aldehitlerdir. Kubo ve ark. (1995), o/f doymamis alkol ve aldehitlerin antimikrobiyel
aktivite derecelerini, bu bilesiklerin hidrofobik alkil zincir (kuyruk) uzunluklar1 ve
test edilen mikroorganizmanin tiirii ile iliskilendirmislerdir. Arastirmacilar uzun
zincirli aldehitlerin Gram-pozitif bakteri ve mantarlar iizerine daha giiglii
antimikrobiyel aktivite gosterdiklerini bildirmislerdir (Kubo ve ark., 1995).
Aldehitler icerisindeki oksijen atomunun elektronegativitesinin, aldehitin karbon

atomlarindan olusan alkil zincir uzunlugundan etkilenebilecegini 6ne stirmiislerdir.
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Uzun bir kuyrugun (alkil zincirin) daha biiyiik bir elektronegativite yaratabilecegi,
bunun da mikroorganizmanin hiicre zar1 {izerindeki niikleofilik gruplarla hidrojen
baglar1 olusturma yoniinde daha biiyiik bir affiniteye neden olacagi, dolayisiyla
aldehitlerin mikrobiyel hiicre zarimi tahrip etme yeteneklerinin artacagi sonucuna
varilmigtir. Ayni arastirmacilarin daha onceki bir ¢aligmalarinda (Kubo ve ark.,
1993) alkil zincir kisminda 10 adet karbon bagi iceren (C10) geranilasetol, S.
aureus’a kars1 antimikrobiyel aktivite olustururken alkil zincir kisminda 6 adet
karbon bagi igeren (C6) linalool aymi bakteri iizerine herhangi bir etki
olusturmamistir. Trans-2-dekanal’in  karboksil grubundan ayrilan alkil zincir
kisminda Sekil 5.1°de de goriildigii gibi 10 adet karbon bagi (C10) bulunmaktadir.
Trans-2-nonenal 9 karbonluk (C9) bir alkil zincire sahipken, trans-2-hekzenal ve cis-
3-hekzenal ise 6 karbonluk (C6) birer alkil zincire sahiptirler (Sekil 5.1). Dolayisiyla
calismamizda trans-2-dekanal’in diger aldehitlere {istiin gelen antimikrobiyel
aktivitesi hedef mikroorganizmanin tiirii disinda bu aldehitin digerlerinden farkli olan

alkil zincir uzunlugu ile de aciklanabilir.

\/\/\CHO A

S N—""cHo B

N NN A N cHo c

\/W\/\CHO D

Sekil 5.1. Trans-2-hekzenal (A), cis-3-hekzenal (B), trans-2-nonenal (C) ve trans-2-
dekanal’in (D) kimyasal yapis1

Trans-2-dekanal’da daha baskin olmakla birlikte ¢alismamizda kullanilan

yesil yaprak ucucularinin adi gegen patojen bakteriler {izerine gosterdikleri
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antimikrobiyel etkilerin, sahip olduklar1 o/f konfiglirasyonuyla da iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Trombetta ve ark. (2002), 6 adet o/ doymamais aldehitin (trans-2-
hekzenal, trans-2-eptenal, trans-2-oktenal, trans-2-nonenal, trans-2-dekanal ve
trans-trans-2,4-dekadienal), mikrobiyel hiicre membranlarinin lipid fraksiyonlarinda
bozulmalara neden olarak hiicreye penetre olmak suretiyle bir¢ok bakteri ve mantar
tiirli izerine antimikrobiyel etki olusturduklarini bildirmislerdir. Doymus bir aldehit
olan hekzenal’in ise mikrobiyel hiicre zarlarina penetre olamadigi ve antimikrobiyel
etki olusturamadigi goriilmiistiir (Trombetta ve ark. (2002). Ayni arastirma grubu
daha onceki ¢alismalarinda da doymamis aldehitlerden trans-2-hekzenal ve trans-2-
nonenal’in kuvvetli antimikrobiyel etkiye sahipken, doymus versiyonlari olan
hekzenal ve nonenal’in bu 6zellikten tamamen yoksun olduklarint bildirmislerdir
(Bisignano ve ark., 2001). Dolayisiyla, bilesiklerin s6z konusu etkilerinin zincir
uzunluklarinin yaninda, sahip olduklar1 o/p ¢ift baglari ile de yakindan iliskili oldugu

sonucuna varmislardir.

Calismamizda, trans-2-hekzenal, cis-3-hekzenal ve trans-2-nonenal’in S.
aureus Uzerine baskilayict etkilerinin bulunmadigi goriilmektedir. Nakamura ve
Hatanaka (2002) bazi1 yesil yaprak ucucularimin bir seri patojen bakteri ilizerine
etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda, frans-2-hekzenal ve cis-3-hekzenal’in 3,13-
100 pg/ml doz araliginda metisiline direngli S. aureus iizerine bakteriyostatik etkiler
olusturdugunu bildirmislerdir. Calismamizda ise S. aureus’un NCTC 8532 susu
kullanilmistir. Sonuglar arasindaki farkliligin, calismalarda S. aureus’un farklh

suslarinin kullanilmis olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

E. coli ve S. typhimurium bagirsak florasinda yerlesik olarak bulunan ve
uygun kosullar olustugunda hastaliklara neden olabilen firsat¢1 bagirsak patojenleri
arasinda yer almaktadir. E. coli’nin 6zellikle toksin iireten suslarinin, gelismekte olan
iilkelerde bes yas alt1 cocuklarda siddetli ishalle seyredip 6liim ile sonuglanan ishal
vakalarinin % 20’sinden sorumlu oldugu rapor edilmistir (Qadri ve ark., 2005).
Enterotoksijenik E. coli’nin ayni zamanda, seyahatlerde ortaya ¢ikan ishal
vakalariin da % 10-60’indan sorumlu oldugu bilinmektedir (Black, 1990).

Insanlarda S. typhimurium tarafindan olusturulan salmonellozis ise 24 saat igerisinde
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ortaya c¢ikan ates, akut bagirsak yangisi ve ishal ile karakterizedir (Gart ve ark.,
2016). S. typhimurium bagirsaklarda kolonize olmasinin oniine gegen unsurlarin
istesinden gelmek amaci ile birgok virulans faktér kullanma yetisine sahip
oldugundan, bagirsaklardaki yangisal reaksiyonu hizli ve etkili bir sekilde
uyarabilmektedir. Caligmamizda kullanilan yesil yaprak ugucularinin ise E. coli ve S.
typhimurium’un iiremesini baskilayamadiklar1 goriilmektedir. Kubo ve ark. (1995) da
trans-2-dekanal’in E. coli lizerine 800 pg/ml doza kadar etkisiz oldugunu
bildirmislerdir. Cho ve ark. (2004) ise frans-2-nonenal’in E. coli O157:H7 ve S.
typhimurium™n  baskilayabilmesi i¢in 1000 ppm (pg/ml) gibi yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilmasi gerektigini rapor etmislerdir. Diger taraftan trans-2-
hekzenal ve cis-3-hekzenal’in E. coli’nin O-157:H7 susu iizerine 6,25 ile 100 pg/ml
doz aralifinda inhibitor etki gosterdigine dair literatlir bilgisi de mevcuttur
(Nakamura ve Hatanaka, 2002). Calismamizda kullanilan E. coli’nin susu ise
OL:K1:H7°dir. Sonuglar arasindaki s6z konusu farkliliklarin ¢aligmalarda
bakterilerin  farkli  suslarinin = kullanilmis  olmasindan  kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Probiyotikler, “gastrointestinal kanaldaki mikroorganizma dengesine katkida
bulunarak konakc¢i hayvan icin faydali etkiler olusturan canli mikroorganizmalar”
olarak tanimlamustir (Fuller, 1989). Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp. cinsi
bakteriler sindirim kanali homeostazisinde baskin rollere sahip olan iyi huylu
bakterilerden olup bagirsaklardan izole edilen formlar1 yaygin bir sekilde probiyotik
olarak kullanilmaktadir (Sanchez ve ark., 2017). Her iki bakteri de =zararh
bakterilerin tiremesini engelleyerek bagirsak enfeksiyonlarinin oniine ge¢melerinin
yani sira kolesterol diizeylerini diisiirmekte, immun cevab1 iyilestirmekte,
antikanserojenik aktivite gostermekte ve vitamin tiretmektedirler (Perdigon ve ark.,
2003; Steer ve ark., 2000). Bifidobacteria tiirlerinin bagirsak mikroflorasi iginde
sayica baskin tiirler arasinda yer almamakla birlikte gastrointestinal sagligi
destekleyen Kkilit rollere sahip olduklar1 bildirilmektedir (Schell ve ark., 2002).
Yetiskinlerdeki fekal floranin sadece % 3-6’sim1 olusturan Bifidobacteria, ishalin
onlenmesi, laktoz intdleransinin diizeltilmesi ve immun modiilasyon gibi bagirsak

saghigina faydal etkiler ile iliskilendirilmektedir (Biavati ve Mattarelli, 2001).
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Calismamizda kullanilan yesil yaprak ucguculari B. bifidum ve L. acidophilus’un
tiremesini diisiik konsantrasyonlarda ilimli bir sekilde uyarmislardir. Yesil yaprak
ucucularmin bagirsaklardaki iyi huylu bakteriler {izerine etkileriyle ilgili literatiir
bilgisine rastlanamamistir. Bununla birlikte, trans-2-hekzenal ve trans-2-dekanal’in
ruminantlarda seliilozun pregastrik fermentasyonuna katkida bulunan Fibrobacter
succinogenes’in saf Kkiltiirlerinin liremesi {izerine de uyarici etki gosterdigi
bildirilmistir (Demirtas ve ark., 2019). Ayn1 ¢alismada, cis-3-hekzenal’in ise in vitro
rumen ortaminda Butyrivibrio fibrisolvens ve Streptococcus bovis gibi Gram-pozitif
bakterilerin sayilarini ve rumen bakterilerinin fermentasyon son iiriinlerinden olan
asetik ve biitirik asit miktarlarini arttirdigi gézlenmistir. Fitokimyasallardan bir digeri
olan saponinlerin diisilk dozlarda rumendeki bakterilerin iiremelerini ve yem
maddelerinin bakterilerce kullanimini arttirdigi buna karsilik yiiksek dozlarda ise
baskiladig1 rapor edilmistir (Patra ve ark., 2012). Arastirmacilar sindirim kanalinda
bulunan bakterilerin flavanoidler ve fenolik asitler gibi bazi ikincil bitki
metabolitlerini, kendilerini bu bilesiklerin toksik etkilerinden koruyabilmek i¢in
hidrolize edebildiklerini bildirmislerdir (Aura, 2008; Lampe ve Chang, 2007).
Ornegin flavanoidlerden 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. Biyolojik olarak dnceki formlarina gore daha aktif olan bu fenolik
asitler ise aromatik aminoasitlerin sentezlenmesine aracilik ederek bazi bakteri
gruplariin tiremelerini ve enzimatik faaliyetlerini uyarabilmektedir. S6z konusu
hidrojenizasyon son Tiriinlerinin anaerobik kosullarda bakterilerce karbon kaynagi
olarak kullanilabildigi de belirtilmektedir (Chesson ve ark.,1982). Mao ve Zhu
(2011) ise 6 adet flavonoid bilesigin fekal mikroorganizmalar iizerine in vitro
etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda, her bir ugucu yag asidi i¢in degismekle
birlikte baisalin hari¢ tiim flavonoidlerin toplam UYA iiretimini arttirdigin1 ve bu
nedenle prebiyotik olarak kullanilabileceklerini 6dnermislerdir. Greathead (2003) da
baz1 bitkilerin ve baharatlarin kimi bakteri gruplart lizerine olan uyarici etkilerini
“prebiyotik tipi etki” olarak smiflandirmistir. Gibson ve Roberfroid (1995),
prebiyotikleri “kolondaki sinirli sayidaki bakteri gruplarimin {liremesini ve

aktivitelerini segici bir sekilde uyarmak suretiyle konak¢i canli iizerinde olumlu

68



etkiler olusturan ve canlinin kendi enzimleriyle sindirilemeyen diyet bilesenleri”
olarak tanimlamislardir. Prebiyotikleri substrat olarak kullanan iki 6nemli bakteri
grubunun Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp. oldugu bilinmektedir
(Verstegen ve Williams, 2002). Sindirilemeyen lifli bilesenlerden oligosakkaritler
grubuna dahil olan fruktooligosakkaritler (oligofriiktoz ve iniilin) ve
galaktooligosakkaritler en yaygin kullanilan prebiyotikler arasindadir (Kusina ve
ark., 2003). Calismamizda kullanilan bilesiklerin doymus tiirevleri olan dekanal ve
nonenal “genel anlamda giivenli olarak taninan” statiisiindedir (Feron ve ark., 1991).
Hemen hemen biitiin bitki tiirlerinin vejetatif kisimlarinda bulunan baskin ugucu
bilesenlerden olan trans-2-hekzenal’in ise mutajenite testi sonuglarinin negatif
oldugu bildirilmistir (Andersen ve ark., 1994). Bununla birlikte s6z konusu
bilesenlerin prebiyotik statiisiine alinabilmeleri i¢in mide ve bagirsaklarda
stabilitelerini ve etkinliklerini ne derece koruyabildiklerinin ortaya konulmasi

gerektigi diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yesil yaprak ucuculariin bagirsaklardaki “iyi huylu” (kommensal) ve “koti
huylu” (patojen) bakteriler {izerine uyarici ve baskilayici etkilerinin arastirildigi bu
caligmada genel olarak, iyi huylu bakterilerin yesil yaprak ucguculara karsi
patojenlere gore daha direncli olduklar1 gozlenmistir. Trans-2-hekzenal, cis-3-
hekzenal ve trans-2-nonenal, B. longum disinda kalan iyi huylu bakteriler {izerine
baskilayict etki gostermemistir. Kullanilan bilesiklerin  B.  bifidum ve L.
acidophilus’un iremesini diisiik konsantrasyonlarda i1limli bir gekilde uyarmis
olmalarinin  bagirsak sagligt agisindan olumlu sonuglar olusturabilecegi
diistiniilmektedir. Bunun yaninda, kolorektal kanser ajanlarindan biri olan F.
nucleatum’un tiremesini baskilayan yesil yaprak ugucularinin kolon kanserine karsi
koruyucu etkilerinin yapilacak in vitro ve in vivo denemelerle arastirilmasi konunun
aydinlatilmasina katki saglayacaktir. Patojen bakteriler iizerine en etkili bilesik
oldugu gozlenen trans-2-dekanal’in patojen bakterileri baskiladigi dozda iyi huylu
bakterileri korumasinin ise bu bilesigin bagirsak sagligini diizenlemek amaciyla
kullanilmas1 agisindan avantaj olusturacag: diisiiniilmektedir. Farkli olumlu etkilere
sahip olan yesil yaprak ucgucularmin ikili ya da ii¢lii kombinasyonlarinin bagirsak
bakterileri tiizerine etkilerinin incelenmesinin de konuya farkli bakis acilarn
kazandiracag: diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, yesil yaprak ugucularinin bagirsak
sagligini iyilestiren ve bagirsak enfeksiyonlarini dnleyen birer gida takviyesi olarak
kullanilabilmeleri i¢in, bu bilesiklerin bagirsak bakterilerinin karma kiiltiirleri
lizerine etkilerinin incelenece8i in vitro calismalara ve mide ve bagirsaklarda
stabilitelerini ve etkinliklerini ne derece koruyabildiklerini ortaya koyacak olan in

vivo denemelere ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.
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