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OZET

Sicanlarda Erken Dénemde Tartrazine Maruziyetin Mikrobiyota Uzerine Etkisi

Gida katki maddeleri, tiim diinyada yaygin olarak besin endiistrisinde kullanilmaktadir. Limon saris1
rengi vermek i¢in kullanilan bir azo boya olan tartrazin de alkolstiz igecekler, cips, hazir puding, bal,
tursu, sakiz, hardal, jelatin ve firinlanmig iiriinlerin renklendirilmesinde siklikla tercih edilen bir gida
katk1 maddesidir. Alerji, astim, deri kizarikliklari, hiperaktivite ve migrene sebep olmasi gerekgesiyle
bazi tilkelerde kullanimi yasaklanan tartrazinin, Tiirkiye ve diger pek ¢ok iilkede kullanimi halen devam
etmektedir. Gida katki maddeleri de dahil olmak {izere besin yoluyla gastrointestinal sisteme alinan pek
cok organik ve inorganik Sgenin intestinal floranin sekillenmesinde etkileri olabilecegi giincel
literatiirde ¢okga tartisilmistir. Cocuklarin diyetinde yaygin olarak bulunabilen tiiketime hazir
besinlerde tartrazinin bulunabildigi bilinmektedir. Bu sebeplerle tartrazinin, peripubertal donemde
intestinal floray1 sekillendirmede etken bir degisken olabilecegi ve hastaliklarla iliskisi daha 6nceki
caligmalarda gosterilen bakteri suslarinin artisinda rol oynayabilecegi diistiniilmistiir. Bu hipotezi test
etmek amaciyla 6 haftalik 16 erkek, 16 disi toplamda 32 adet Wistar albino si¢an, tartrazin grubu ve
kontrol grubu olmak tizere ikiye ayrilmistir. Erigkin ¢aga kadar standart pellet diyeti veya 7,5 mg/kg
viicut agirligi/giin tartrazin ilave edilmis su ve standart pellet diyeti ile ad libitum beslenen siganlardan
12 hafta boyunca haftada bir kez digk1 6rnegi toplanmis ve viicut agirligi degisimleri haftalik olarak
takip edilmistir. Tartrazinin siganlara verilmesi sonrasinda sindirim sistemi mikrobiyotasinda meydana
gelen degisimler, yeni nesil dizileme teknigi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, erkek
siganlarda tartrazin tiiketimi, viicut agirligt artis oranini (%) kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide
azaltmustir (p<0,001). Tartrazin miidahalesiyle bagirsak mikrobiyotasinda meydana gelen degisiklikler,
cinsiyete bagl farklilik gostermistir. Buna gore tartrazin, erkek sigcanlarda kontrol grubuna kiyasla
Proteobacteria filumunda klinik agidan 6nemli bir artis meydana getirirken; disi siganlarda ayni
filumdaki zamana bagli artig, kontrol grubunun gerisinde kalmistir. Erkek sicanlarda, tartrazin
miidahalesiyle Firmicutes ve Bacteroidetes filumlarinda diisiis g6zlemlenirken; disi si¢anlarda
Bacteroidetes artmig, Firmicutes ise, kontrol ve miidahale gruplarmin ikisinde de azalmig olmasina
karsin kontrol grubunun deney sonu orani, miidahale grubunun altinda kalmigtir. Baslangi¢ noktasina
kiyasla deney sonunda Firmicutes/Bacteroidetes orani, erkek siganlarda iki grupta da artarken, kontrol
grubunda, miidahale grubuna kiyasla klinik olarak daha anlaml1 bir degisim meydana gelmistir. Disi
siganlarda ise tartrazin miidahalesi Firmicutes/Bacteroidetes oranmimi diistirmiistiir. Son olarak, bakteri
cesitliliginin degerlendirilmesinde kullanilan Shannon indeksi, tartrazin miidahalesi alan erkek
sicanlarda azalirken (p <0,001) disilerde artig gostermistir (p <0,001). Bu veriler, giinliik kabul edilebilir
limitte dahi tartrazin tiiketiminin, bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonu {izerinde etkili
olabilecegine dikkat ¢cekmektedir. Tartrazin etkisiyle mikrobiyotada meydana gelen degisikliklerin

konak sagligi lizerindeki olasi etkilerinin yapilacak ileri ¢alismalarda irdelenmesi 6nerilmektedir.
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SUMMARY

The Effect of Tartrazine Exposure on Microbiota During Early Periods of Life

Food additives are widely used in the food industry all over the world. Tartrazine, an azo dye used to
give a lemon yellow color, is a frequently preferred food additive for coloring soft drinks, chips, instant
pudding, honey, pickles, chewing gum, mustard, gelatin and baked goods. Tartrazine has been banned
in some countries for causing allergies, asthma, skin rashes, hyperactivity and migraines, but is still
used in Turkey and many other countries. It has been widely discussed in the current literature that many
organic and inorganic elements taken into the gastrointestinal tract through food, including food
additives, may have effects on the shaping of intestinal flora. It is known that tartrazine may be present
in ready-to-eat foods that are commonly found in the diet of children. For these reasons, it has been
hypothesized that tartrazine may be an active variable in shaping the intestinal flora in the peripubertal
period and may play a role in the increase of bacterial strains whose association with diseases has been
shown in previous studies. In order to test this hypothesis, 32 Wistar albino rats, 16 male and 16 female,
6 weeks old, were divided into two groups as tartrazine group and control group. Fecal samples were
collected once a week for 12 weeks from rats fed ad libitum with standard pellet diet or 7.5 mg/kg body
weight/day tartrazine supplemented water and standard pellet diet until adulthood and body weight
changes were monitored weekly. Changes in the microbiota of the digestive tract after administration
of tartrazine to rats were analyzed by next generation sequencing technique. According to the results,
in male rats, tartrazine consumption significantly decreased the rate of body weight gain (%) compared
to the control group (p<0.001). Changes in the gut microbiota induced by tartrazine intervention differed
depending on sex. Accordingly, tartrazine induced a clinically significant increase in the Proteobacteria
phylum in male rats compared to the control group, while the time-dependent increase in the same
phylum in female rats lagged behind the control group. In male rats, tartrazine intervention decreased
Firmicutes and Bacteroidetes phyla. In female rats Bacteroidetes increased while Firmicutes decreased
in both control and intervention groups, although the end-of-experiment rate of the control group
remained below that of the intervention group. In male rats, compared to baseline, the
Firmicutes/Bacteroidetes ratio increased at the end of the experiment in both groups, with a more
clinically significant change in the control group compared to the intervention group. In female rats
however, tartrazine intervention decreased the Firmicutes/Bacteroidetes ratio. Finally, the Shannon
index, which is used to assess bacterial diversity, decreased in tartrazine-treated male rats (p < 0.001)
and increased in female rats (p < 0.001). These data indicate that tartrazine consumption, even at an
acceptable daily limit, may have an effect on the composition of the gut microbiota. It is recommended
that the possible effects of tartrazine-induced changes in microbiota on host health should be examined

in further studies.

Vi



Keywords: Food additives, mikrobiota, rat, tartrazine

vii



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay

Ozet

Summary

Icindekiler

Onséz

Simgeler ve Kisaltmalar

Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1. Mikrobiyotanin Tanimi ve Kapsam

1.1.1. Bagirsak Mikrobiyotasinda Yaygin Bulunan Canlilarin Taksonomisi
1.1.2. Mikrobiyotanin Olusumu ve Yasam Donemlerine Gore Degisimi
1.1.3. Bagirsak Mikrobiyotasiyla Iliskilendirilen Cevresel Etmenler
1.1.4. Bagirsak Mikrobiyotas1 ve iliskili Saglik Sorunlari

1.1.4.1. Yenidogan Hastaliklarinda Bagirsak Mikrobiyotasinin Rolii
1.1.4.2. Yasamin Diger Donemlerinde Hastaliklar ve Bagirsak Mikrobiyotasinin Rolii
1.2. Gida Katki Maddelerinin Tanimi ve Siniflandiriimasi

1.2.1. Gida Katki Maddelerinin Kullanimina Iliskin Yasal Mevzuat
1.2.2. Gida Katki Maddeleri ile Iliskili Rapor Edilen Saglik Sorunlari
1.2.3. Tartrazin

1.2.3.1. Viicutta Tartrazin Metabolizmasi

1.2.3.2. Tartrazinle {liskilendirilen Saglik Sorunlar

1.2.3.3. Tartrazin ve Bagirsak Mikrobiyotas1 Arasindaki iliski

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arastirmanin Yeri, Zamani ve Orneklem Se¢imi

2.2. Arastirmanin Genel Plani

2.3. Verilerin Toplanmasi ve Degerlendirilmesi

2.3.1. Siganlarin Biyiitiilmesi, Diyet Uygulanmasi, Diski Orneklerinin Toplanmast,
Hayvanlarin Sakrifiye Edilmesi ve Doku Orneklerinin Alinmasi

2.3.2. Diski Orneklerinden DNA izolasyonu

2.3.3. Yeni Nesil Dizileme Teknigi ile Diski Orneklerindeki Bakteri Kompozisyonunun

Belirlenmesi
2.4. Dizileme Sonuglarinin Biyoinformatik Analizi
3. BULGULAR

3.1. Sicanlarda Deney Siiresi (12 Hafta) Boyunca Agirlik Degisiminin Degerlendirilmesi
3.2. Sicanlarda Deney Siiresi Boyunca Digki Mikrobiyota Degisiminin Degerlendirilmesi

3.2.1. Erkek Siganlarda Digki Mikrobiyota Degisiminin Degerlendirilmesi
3.2.2. Disi Siganlarda Digki Mikrobiyota Degisiminin Degerlendirilmesi

viii

Xi
Xiii

x
<

= 0000 OThAANPRFEBRF

48
71

3.3.1. Erkek Siganlarda Tartrazinin Diski1 Mikrobiyotas1 Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

94

3.3.2. Disi Siganlarda Tartrazinin Disk1 Mikrobiyotasi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

98

3.4. Erkek ve Disi Siganlarin Digki Mikrobiyotasinda Bakteri Cesitliliginde Meydana Gelen

Degisimin Degerlendirilmesi

102

viii



4. TARTISMA

4.1. Tartrazinin Viicut Agirhigi Uzerine Etkisi

4.2. Tartrazinin Bagirsak Mikrobiyotas1 Uzerine Etkisi
5. SONUC VE ONERILER

KAYNAKLAR

EKLER

Ek 1

Ek 2

104
104
105
115
118
136
136
138



ONSOZ

Bagirsak mikrobiyotasi, sindirim sisteminde yer alan ¢ok sayidaki mikroorganizmanin
olusturdugu karmasik bir ekosistemdir. Son yillarda yapilan bilimsel ¢aligmalar, yas, cinsiyet,
1tk ve genetik gibi bireye 6zgii etmenlerin yani sira, beslenme diizeni, fiziksel aktivite ve sigara
kullanimi gibi ¢evresel etmenlerin de bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonu lizerinde etkili
olabilecegine yonelik kanit sunmaktadir. Cevresel etmenler arasinda 6zellikle beslenme,
bagirsak ekosistemini spesifik tiir ya da tiirler lehine degistirerek, mikroorganizmalarin
sindirim sistemindeki fonksiyonlarini modiile etme potansiyeline sahiptir. Gelismis
toplumlarda, diyet oriintiisii icerisinde tiiketilen pek ¢cok besin maddesi, gida katki maddelerini
bilinyesinde barindirmaktadir. Gida katki maddelerinin bagirsak mikrobiyotas1 ve dolayli
olarak konak saglig1 {lizerine potansiyel etkileri ise giincel arastirma konular1 arasinda yer

almakla birlikte 6zellikle son yillarda ¢ok sayida arastirmaci tarafindan irdelenmektedir.

Tartrazin, gida katki maddeleri arasinda yaygin olarak kullanilan bir renklendirici
olarak bilinmektedir. Toksikoloji ¢aligmalari, giinliik kabul edilebilir limitler dogrultusunda
tartrazin kullaniminin, saglik {izerinde olumsuz bir etki yaratmayacagina yonelik kanit
sunmasina karsin, tartrazin ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki iliski heniiz net bir sekilde
tanimlanmamustir. Bu tez arastirmasi, peripubertal donemin basindan itibaren uzun dénem
diisiik doz tartrazin maruziyetinin, sicanlarin bagirsak mikrobiyotasi tizerindeki etkilerini
degerlendirmeyi amaglamustir. Elde edilen veriler, tartrazinin, mikrobiyota iizerinde cinsiyete

bagimli birtakim etkileri olabilecegine dikkat gekmektedir.
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1. GIRIS

1.1. Mikrobiyotanin Tanim ve Kapsami

Mikrobiyota, "belirli bir ortamda bulunan mikroorganizmalar (bakteriler, arkealar,
Okaryotlar ve virlisler) toplulugu" olarak tanimlanir. Bitkiler dahil tim ¢ok hiicreli
organizmalarda mikrobiyotanin varligindan s6z etmek miimkiindiir (Malard vd., 2021).
Mikrobiyota ile sik sik birbirlerinin yerine kullanilan mikrobiyom terimi ise gevresel bir nis
icinde bulunan  mikroorganizmalarin  tamamini  -yani  mikrobiyotayi- ve  bu
mikroorganizmalarin yap1 taslar1 (niikleik asitler, proteinler, lipitler, polisakkaritler) ile
mikroorganizmalarca iiretilen tim metabolitleri (sinyal molekiilleri, toksinler, organik ve
inorganik molekiiller) tanimlayan kapsayici bir kavramdir (Berg vd., 2020). Mikrobiyom,
hiicre biiylimesine, metabolik faaliyetlere, bariyer fonksiyona, immiin stimiilasyona ve hemen

hemen viicudun tiim organlar1 arasinda sinyalizasyona katkida bulunur (Malard vd., 2021).

Metagenomik analizler ile mikrobiyom hakkindaki giincel bilgiler olduk¢a hizl bir
sekilde ilerlemektedir. Bu ¢alismalardan elde edilen verilere gore her bireyde Homo sapiens
tiirtine ait 23.000 gen ve yaklasik 600.000 mikrobiyal gen bulundugu bildirilmistir. Buradan
hareketle, insana ait bilesen, konak genomu ve iliskili mikrobiyal genom toplaminin
(hologenomun) %4'iinden daha azina denk gelmektedir (Malard vd., 2021). insan viicudu -
yani konakg¢i- ve viicut ekosisteminde var olan sayica baskin bu mikroorganizmalar arasindaki
etkilesimler, deri seviyesinde, lirogenital sistemde, agiz, farinks ve solunum sisteminde ve
mikroorganizmalarin agik ara en yiiksek yogunluk ve ¢esitliligini igeren sindirim sisteminde
gergeklesir. Bagirsak mikrobiyotasi, sindirilen besinler ile bagirsak epiteli arasinda bir arayiiz
gorevi goriir. Bununla birlikte, immiin hiicreler ve noral hiicreler ile yakin temas halindedir
(Malard vd., 2021). Bagirsak mikrobiyomunun, besinlerden enerji eldesini artirabildigi, istahla
iligkili sinyalleri regiile edebildigi, viicut i¢in baz1 vitaminlerin iiretiminde rol oynayabildigi
ve ksenobiyotikler de dahil olmak iizere pek ¢ok organik ve inorganik materyalin metabolize
edilmesinde aktif gorev alabildigi bildirilmistir (Altves vd., 2020). Bagirsak mikrobiyotasi,
tim bu islevlerinden otiiri, saglik ve hastalikta 6nemli rol oynayan bir organ olarak

tanimlanmaktadir (Malard vd., 2021).

Bagirsak mikrobiyotasinda meydana gelen degisiklikler, diyabet, obezite, astim ve

alerjiler de dahil olmak iizere pek ¢ok metabolik ve otoimmiin rahatsizlikla



iliskilendirilebilmektedir. Bu sebeple, mikrobiyom {izerine yapilan incelemeler yalnizca temel
biyolojinin ilgi alan1 olmaktan ziyade pek c¢ok disiplini ilgilendirmektedir. insan bagirsak
mikrobiyomundaki ¢esitliligin gelismis tilkelerdeki popiilasyonlarda, avci-toplayicilar ve
kirsal topluluklarda yasayanlara kiyasla daha diisiik oldugu bilinmektedir. Mikrobiyomdaki
bu farklilik ise, geligmis toplumlardaki artmis islenmis besin tiiketimi, hijyen ve antibiyotik
kullanimina atfedilmektedir (Goldman ve Green, 2021).

Mikrobiyomun kapsamli bir sekilde tanimlanmasi ve konakgi iizerindeki etkilerinin
anlasilir hale gelmesi ile birlikte, klinik ve toplumsal alanda bir degerlendirme araci olarak
kullanilabilecegi de 6ngoriilmektedir. Mikrobiyomun ve konak¢inin fizyolojik durumu (6rn.
hastalik, organ islevi, vb.) arasindaki iliski net bir sekilde tanimlandiginda, mikrobiyom,
viicuttaki islev bozuklugunu hizli bir sekilde belirlemede saglam ve diisiik maliyetli bir teshis
araci olarak kullanilabilir. Bununla birlikte mikrobiyom, konakgilarin kékenleri ve gegmisi
hakkinda bilgi edinmede potansiyel bir siniflandirma araci olarak epidemiyolojik ¢aligmalara
katki saglayabilir (Cullen vd., 2020).

1.1.1. Bagirsak Mikrobiyotasinda Yaygin Bulunan Canhilarin Taksonomisi

Bagirsak mikrobiyotasi, bakteri, mantar ve virlisler dahil olmak iizere cesitli
mikroorganizma tiirlerinden olusur. Taksonomik olarak bakteriler, subelere/filumlara,
siniflara, takimlara, familyalara, cinslere ve tiirlere gore siniflandirilir. Baskin bagirsak
mikrobiyal subeleri Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria
ve Verrucomicrobia'dir. Bu subeler arasinda Firmicutes ve Bacteroidetes, bagirsak
mikrobiyotasinin %90'im1 temsil eder. Firmicutes subesi, Lactobacillus, Bacillus, Clostridium,
Enterococcus ve Ruminicoccus gibi 200'den fazla farkli cinsten olusur. Clostridium cinsi,
Firmicutes subesinin %95'ini temsil eder. Bacteroidetes subesi, Bacteroides ve Prevotella gibi
baskin cinslerden olusur. Actinobacteria subesi orantili olarak daha az bulunur ve esas olarak
Bifidobacterium cinsi tarafindan temsil edilir (Rinninella vd., 2019). Sekil 1.1°de bagirsak
mikrobiyotasinda bulunan bakterilere iliskin sube, sinif, takim, familya, cins ve tiir seviyesinde

ornekler verilmistir.
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Sekil 1.1. Bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonuna iliskin 6rnek taksonomi (Rinninella vd., 2019)



1.1.2. Mikrobiyotanin Olusumu ve Yasam Donemlerine Gore Degisimi

Son birka¢ yila kadar plasentanin, fetiisii, hayati tehdit edebilecek her tiirli
mikroorganizmadan korudugu hipotezine dayanarak fetal gastrointestinal ortamin steril
oldugu disiiniilmekteydi. Bununla birlikte, saglikli gebeler iizerinde yapilan giincel
calismalar, hem plasenta dokularinda, hem de amniyotik sivida, kommensal mikrobiyotanin
varligina dair kanitlar sunmaktadir. iki bin yirmi tarihinde yapilan bir calismadan elde edilen
verilere gore, plasentada Fusobacteria, Tenericutes, Firmicutes, Bacteroidetes ve
Proteobacteria'nin, gobek kordonu kaninda ise Streptococcus, Enterococcus ve
Staphylococcus'un varligindan s6z etmek miimkiindiir (Altves vd., 2020). Vajinal dogumdan
sonra 15 saglikli term bebekten alinan mekonyumun mikrobiyota bilesiminin degerlendirildigi
bir caligmada, bebeklerin yaklasik %66'sinin mekonyumlarinda az miktarda da olsa canli
bakteri tasidigi gosterilmistir (Hansen vd., 2015). Verilere gore yenidoganlarin
mekonyumlarindaki en yaygin bakteri cinsleri, Bifidobacterium, Enterobacteriaceae,
Enterococcaceae ve Bacteroides-Prevotella’dir. Saglikli yenidoganlarin mekonyumlarinda
bakteriyel DNA varligim1 kamitlayan diger ¢alismalar da (Hu vd., 2013; Nagpal vd., 2016),
bagirsak mikrobiyal kolonizasyonunun dogumdan once bagladigi fikrini desteklemektedir.
Tiim bu giincel veriler 15181nda, mikrobiyotanin dogumdan hemen sonra insan viicudunu
kolonize ettigi diisiincesi artik gecerliligini yitirmistir. Fizyolojik mikrobiyotanin, kadin ve
erkek tireme organlarinin yani sira plasenta ve gobek kordonunda tespit edilmesi, bakterilerin
insan iireme sisteminde kendi biyofilmlerini olusturarak gamet, embriyo ve/veya fetiisiin
maternal dokularla iliskisinde, etkisi heniiz net olarak tanimlanmamis bir gérevi olabilecegini
diistindiirmektedir (Milani vd., 2017).

Dogum sonrasi doénemde bagirsak mikrobiyotasinin gelisimi {izerine yapilan
calismalar ise, mikrobiyotanin yasamin farkli donemlerinde degiskenlik gosterebildigine
yonelik kanitlar sunmaktadir. Yaglar1 0-104 yil arasinda degisen 367 saglikli birey {izerinde
yapilan bir kesitsel ¢alismadan elde edilen veriler 1s1¢inda, yasa gore bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunun degisimi Sekil 1.2’de dzetlenmistir. Buna gore, Actinobacteria’nin, siitten
kesilmeyle birlikte 6nemli olglide azaldigi ve yasla birlikte azalmaya devam ettigi
goriilmektedir. Bununla birlikte, Firmicutes, siitten kesilmeyle birlikte mikrobiyotadaki en
baskin sube haline gelmektedir. Ug yasindan yashlik doneminin baslarina kadar mikrobiyota
kompozisyonu gorece sabit kalmaktadir. Yetmis yasindan sonra ise Bacteroidetes ve
Proteobacteria subelerinde artis meydana gelirken, Actinobacteria ve Firmicutes subelerinin

nispi coklugu azalmaktadir (Odamaki vd., 2016).
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Sekil 1.2. Yasa gore bagirsak mikrobiyotasindaki baskin subelerin gorsel sunumu (Odamaki vd., 2016)

1.1.3. Bagirsak Mikrobiyotasiyla iliskilendirilen Cevresel Etmenler

Bagirsak mikrobiyotasi, yasamin erken evrelerinde sekillenmeye baslar. Buna karsin,
konak yasantisiyla birlikte gelisimini ve cesitliligini etkileyen cesitli faktorler tarafindan
modiile edilebilir. Dogum sekli, erken donemde bebegin bagirsak mikrobiyotasindaki baskin
tiirlerin kolonizasyonu agisindan belirleyicidir. Vajinal yolla dogan bebeklerin bagirsak
mikrobiyotasinda, annenin vajinal mikrobiyotasinda yaygin bulunan Lactobacillus ve
Prevotella baskin iken, sezaryenle dogan bebeklerin bagirsak mikrobiyotasinda, annenin
derisinde yaygin bulunan Staphylococcus, Corynebacterium ve Propionibacterium baskindir
(Dominguez-Bello vd., 2010). Bu birincil mikrobiyota, zamanla daha ¢esitli ve nispeten daha
kararli bir hale evirilerek yetigkin bagirsak mikrobiyotasina benzer hale gelir (Hasan ve Yang,
2019).

Dogumdan sonra bagirsak mikrobiyotasinin sekillenmesinde bir diger 6nemli faktor

bebek beslenmesidir. Anne siitiiyle beslenen bebeklerin bagirsak mikrobiyotasindaki baskin



tirler Lactobacillus ve Bifidobacterium'dur. Formula ile beslenen bebeklerde ise
Enterococcus, Enterobacter, Bacteroides, Clostridia ve Streptococcus yaygimlik
gostermektedir (Hasan ve Yang, 2019). Anne siiti, Lactobacillus ve Bifidobacterium
tarafindan kolayca parcalanabilen oligosakkaritleri igerir ve bu iki tiiriin selektif olarak
cogalmasina sebebiyet verir. Oligosakkaritlerin parcalanmasiyla kisa zinciri yag asitlerinde
(short-chain fatty acids - SCFA) bir artis meydana gelir ve bu da bagisiklik sisteminde
immiinoglobulin G ekspresyonunu uyarir (Ouwehand vd., 2002). Bu sayede, bebeklerin
biiylimesi sirasinda ilk bagisiklikta 6nemli bir rol oynayabilir. Beslenme sekli ve dolayli olarak
mikrobiyotanin bilesimi, hem bebeklerin zayif bagisikliga bagli hastaliklardan korunmast,
hem de cocuk ve addlesan donemdeki saglik sorunlarna iligkin risklerin kontrol altina

alinmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Bebeklik doneminden sonra da diyet, bagirsak mikrobiyotasinin Kompozisyonunun ve
gesitliliginin tanimlanmasinda anahtar bir faktér olmaya devam eder. Farkli diyet tiirleri,
selektif olarak bazi bakterilerin gogalmasi ve buna bagli olarak baz1 saglik risklerinin ortaya
cikmastyla iliskilendirilebilmektedir. Ornegin yiiksek yagl ve basit karbonhidratlardan zengin
bir diyet, Escherichia coli’de artisa sebep olarak, epitel hiicre biitlinliigiiniin bozulmasina ve
bunu takiben lipopolisakkaritlerin dolasima katilmasinin bir sonucu olarak metabolik
endotoksemiye yol acabilir (Bajinka vd., 2020). Proteinden, ozellikle de kirmizi et
tilketiminden zengin bir diyet ise siilfat indirgeyici bakteri popiilasyonu ve bu bakterilerin
metabolitleri olan siilfit, indol, amonyak, N-nitr6z ve nitrik oksit gibi potansiyel toksik
bilesiklerde artisa sebebiyet vererek mukus olusumunun bozulmasina ve iilseratif kolit riskinin
tetiklenmesine neden olabilir (Bajinka vd., 2020). Yaygin kirmiz et tiikketimi, yiiksek yag ve
seker igerigiyle bilinen Bat1 tarzi diyetler, bu anlamda disbiyozis ve iligkili saglik riskleriyle
stk sik bir arada amilmaktadir. Bununla birlikte, kompleks karbonhidratlardan zengin
vejetaryen diyetler ise, Ruminococcus, Roseburia ve Eubacterium gibi sindirime direngli
karbonhidratlar1 metabolize edebilen tiirlerin baskinligiyla karakterize, yiiksek ¢esitlilige sahip
saglikl1 bir bagirsak mikrobiyotast ile iliskilendirilmektedir (Walker vd., 2011). Makro besin
Ogesi kompozisyonunun yani sira, diyetle alinan ve sindirim sistemine ulasan her bir bilesen,
viicutta nasil metabolize edildigine bagl olarak, bagirsak mikrobiyomunda degisime sebep
olabilir. Mikrobiyoma etkisi tanimlanan faktorler, Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir (Bajinka vd.,
2020).



Cizelge 1.1. Bagirsak mikrobiyomuyla iligkilendirilen faktorler ve bu faktorlerin etkilerine iliskin
verilerin 6zetlenmesi (Bajinka vd., 2020)

Bagirsakta/konak saghginda

potansiyel toksik bilegiklerde
artisg

Faktor Mikrobiyoma etkisi o s
meydana gelen degisim
Diyet

Bagirsak gegirgenliginde artis, epitel

Yiiksek yagli/yiiksek . hiicreler arasinda biitiinliigii saglayan

g E.coli'de artig
sekerli diyet z0-1 ekspresyonunda azalma,
metabolik endotoksemi riskinde artig
Siilfit, indol, amonyak, N-
Yiiksek proteinli diyet nitrdz ve nitrik oksit gibi Obezite ve tlseratif kolitle iligkili

mikrobiyota sekillenmesi

Besin tiikketiminin artisi

Firmicutes'te artig

Disbiyozise bagli olarak obeziteyle
iligkili metabolik hastalik riskinde
artis

D vitamini eksikligi

Disbiyozis

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve
kolit riskinde artis

Kirmiz et tiiketiminde

Bagrsakta siilfat indirgeyici
bakteri miktarinda artis (or:

Mukus tabakasinin olusumunda
azalma, DNA metilasyonunun

asitlerinden fakir diyet
(fare modeli)

artis Desulfovibrio) bozul.l.nasg rf-:-aktif oksijen
tiirevlerinde artig
Doymus yag
asitlerinden zengin, T hiicre 1 (Thl) kaynakli inflamatuar
doymamus yag Bilophila wadsworthia'da artis | hiicre reaksiyonunda artis, kolit riski

ve LDL kolesterol seviyelerinde artis

Posa tiikketiminde artis

SCFA iiretiminden sorumlu
bakteriler ve SCFA’da artis

Besinlerden enerji eldesinde artig

Patojen bakteri

Colyak, gluten intoleransi,

Gluten popiilasyonunda artig konstipasyon ve diyare riskinde artis
Bacteroidetes ve Miisin degrade etme kapasitesinde
Aralikli aglik Verrucomicrobia'da artis, artig, bagisiklik yanitinin
Firmicutes'te azalma regililasyonunda olumlu etki
Aclik/kitlik Proteobacteria'da artis Mukozal t.a b?k.a da inflamasyon
riskinin artisi
Mlaclar
Salmonella enterica serovar Intestinal inflamasyon, inflamatuar
Antibiyotik Typhimurium ve Clostridium bagirsak hastaliklari ve direngli ishal
dificile'de artig riskinde artig
Metformin E.coli'de artig Disbiyozis

Aspirin ve tlirevleri

Bacteroidaceae ve
Enterobacteriaceae'de artis

Mide iilseri riskinde artig

Diger faktorler

Oksidatif stres

Enterobacteriaceae'de artis

Lipopolisakkarit sekresyonunda
meydana gelen artisa bagh agresif
inflamatuar yanit

Dogum sekli (sezaryen)

Bifidobacteria spp. ve
Lactobacillus spp.de azalma

Astim ve alerji riskinde artis

Dogum sonrasi
beslenme (formula)

Bagirsak mikrobiyotasinda
koklii degisiklikler

Cocukluk ¢ag1 obezitesi riskinde artis




1.1.4. Bagirsak Mikrobiyotas: ve iligkili Saghk Sorunlar

Bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonu ve ¢esitliligi, yasamin farkli donemlerinde

bazi saglik sorunlarinin ortaya ¢ikmasi ile iliskilendirilebilmektedir.

1.1.4.1. Yenidogan Hastahklarinda Bagirsak Mikrobiyotasinin Rolii

Yenidogan hastaliklar1 ve mikrobiyota arasindaki iliskiye odaklanan ¢ok sayida
calisma, belirli tiirlerin mikrobiyal bilesimi, ¢esitliligi ve baskinlig1 ile belirli cinsler tarafindan
regiile edilen metabolik yolaklarin, bazi hastaliklarin baglangici ve/veya semptomlart ile giiclii
bir sekilde iliskili olabilecegini ortaya koymustur. Bu g¢aligmalar arasinda gastrointestinal
sistem rahatsizliklar1 ve mikrobiyal kompozisyon arasindaki iliskiye odaklananlarin sayisi,
digerlerinden fazladir (Mosca vd., 2016; Yao vd., 2021). Calismalarin bu alanda ozellikle
yogunlagmasi, farkli bakteri, viriis ve mantar tiirleri ile bu mikroorganizmalarin
metabolitlerinin, gastrointestinal mukus tiretimi (Paone ve Cani, 2020), bagirsak bariyer
biitiinliigi (Chakaroun vd., 2020) ve bagirsak hiicrelerinin immiin yanitinin (Yoo vd., 2020)
regiilasyonunu saglayarak gastrointestinal hastaliklarin semptomlarini tetiklemede veya
onlemede etkin gorev almasina atfedilebilir. Asagida bu tarz hastaliklarin mikrobiyota ile

iligkileri Gzetlenmistir.

Kolik: Yenidoganlarda en sik goriilen saglik sorunlarindan biri koliktir. Kolik
nedenleri ¢esitlidir, ancak kolikte aglama nobetleri genellikle sindirim sistemi ile
iligkilendirilmektedir. Arastirma sonuglari, kolik olan bebeklerin bagirsak mikrobiyotasindaki
cesitliligin, saglikli yasitlarina gore anlamli derecede diisiik oldugunu ve mikrobiyal
cesitlilikteki bu goreceli farkin yasamin ilk 100 giinli boyunca devam edebildigini
gostermektedir (De Weerth vd., 2013). Kolikli bebeklerin mikrobiyotasinda, Actinobacteria
oransal olarak daha seyrek, Proteobacteria ise daha yaygin bulunabilmektedir (Rhoads vd.,
2018). Ozellikle, Escherichia, Klebsiella, Serratia, Vibrio, Yersinia ve Pseudomonas
cinslerinin kolik ile pozitif, Butyrivibrio crossotus, Eubacterium rectale ve Eubacterium hallii

tiirlerinin ise kolik ile negatif iliskili oldugu rapor edilmistir (De Weerth vd., 2013).

Célyak: Yenidoganlarda Kkarsilagilabilen bir diger gastrointestinal problem,
bagisikligin hiper-reaksiyonu ve/veya bagirsak katmanlarinin iltihaplanmasiyla karakterize
¢Olyak hastaligidir. Bu hastalikta, diyetle alinan gluten iirlinleri tarafindan tetiklenen, kronik

bir ince bagirsak iltihabi s6z konusudur. Hastaligin baslangici karmasiktir ve semptomlarin



ortaya ¢ikmasinda genetik ve gevresel faktorler birlikte etkili olabilmektedir (Parzanese vd.,
2017). Genetik olarak ¢6lyak hastaligina yatkin bebeklerde, Bacteroides ve Enterococcus
cinslerinin nispi ¢oklugunun, yasamin ilerleyen dénemlerinde ¢6lyak hastaligi gelistirme riski
ile pozitif iligkili olabilecegi gosterilmistir. Bununla birlikte, genetik yatkinhigi yiiksek
bebeklerin bagirsaklarinda, 4-6 aylikken, Veillonella, Parabacteroides ve Clostridium
perfringens’in oransal olarak daha az bulundugu bildirilmistir (Leonard vd., 2020). Bagirsakta
var olan mikroorganizmalarin yan1 sira, mikrobiyal metabolitler ve ¢6lyak hastaligi gelisimi
arasinda da birtakim bagintilar rapor edilmistir. Buna gore, biitaniok asit ve dihidroksiaseton,
¢Olyak yatkinligiyla iliskili olabilmektedir; genetik yatkinlig1 yiiksek bebeklerde biitaniok asit,
daha yaygin, dihidroksiaseton ise daha seyrektir (Leonard vd., 2020).

Siit proteini alerjisi: Sit proteini alerjisi, bagirsak aracili immiin sistem
aktivasyonuyla gelisen bir diger yenidogan hastaligidir. IgE aracili olmayan inek siitii proteini
alerjisi olan bebekler ve saglikli yasitlarinin bagirsaklarinda, Shannon ve beta ¢esitlilik
indeksleri arasinda 6nemli bir fark saptanmamis olmasina karsin, Eggerthellaceae,
Lachnospiraceae ve Peptostreptococcaceae familyalar siit proteini alerjisi olan bebeklerde
daha yaygin bulunabilmektedir. Bununla birlikte Bifidobacterium ve Rothia cinslerinin nispi
miktarlar1 da siit proteini alerjisi Olan bebekler ve saglikli yasitlart arasinda degisiklik
gosterebilmektedir; Bifidobacterium, alerjisi olan bebeklerde oransal olarak daha seyrek,
Rothia ise daha yaygindir (Aparicio vd., 2020).

Alerji: Bagirsak mikrobiyomunun, 6zellikle yenidoganlarda, lokal immiin yanitin yani
sira, tlim viicutta bagisiklik sistemini modiile etmede 6nemli bir faktor oldugu bilinmektedir
(Pascal vd., 2018). Bagirsak mikroorganizmalari ile alerji ve astim gibi bagigiklik sistemiyle
ilintili hastaliklar arasindaki bagintiy1 aragtiran ¢ok sayida yenidogan c¢alismasi, bazi tiirlerin
ve/veya metabolitlerinin bollugunun ve/veya yoklugunun bagisiklik sistemi hastaliklariin
gelismesinden sorumlu olabilecegini ortaya koymustur (Abrahamsson vd., 2012, 2014; Arrieta
vd., 2015; Kalliomdki vd., 2001; Shen vd., 2019; Sjogren vd., 2009) . Buna gore,
Actinobacteria, Cyanobacteria ve Saccharibacteria’nin oransal olarak daha az olmasi,
yenidoganlarda alerji gelisimi ile iliskilendirilebilmektedir (Shen vd., 2019). Ek olarak, bir
yasindaki alerjik bebeklerin mikrobiyotasinda Erysipelatoclostridum’un nispeten daha az,
Akkermansia’nin ise nispeten daha ¢ok bulunmasi, bu iki cins ile alerji arasinda bir iligki

olabilecegini diisiindirmektedir (Shen vd., 2019).



Atopik dermatit: Atopik dermatit (atopik egzama), ozellikle yasamin ilk yilindan
sonra gelisen ve ¢ocuklarda sik goriilen alerjik hastaliklar arasinda yer alir. Klinik ¢aligmalar,
atopik dermatitli bebeklerin bagirsak mikrobiyotasinda, hastalikla iliskili semptomlar ortaya
¢ikmadan once bile, saglikli yasitlarima kiyasla 6nemli farkliliklarin oldugunu ortaya
koymustur (Abrahamsson vd., 2012; Kallioméki vd., 2001). Buna gore, atopik egzamali
bebeklerden bir aylikken alinan diski Grneklerinde, toplam mikrobiyal g¢esitliligin ve
Bacteroidetes subesine ait tiirlerin nispeten daha az oldugu bildirilmistir (Abrahamsson vd.,
2012). Ayn1 6rneklemden 12 aylikken alinan diski 6rneklerinde, atopik dermatitli bebeklerde,
saglikl1 yasitlarina gore Proteobacteria daha diisiikken, Firmicutes daha yiiksek bulunmustur.
Tiir seviyesinde incelendiginde, atopik infantlarin bagirsak mikrobiyotasinda Enterococcus
tirleri, Peptostreptococcaceae Incertae Sedis, Eggerthella tiirleri ve Coprobacillus tiirleri
daha yaygm, 12. ayda ise Sutterella tiirleri ve Fusobacterium tiirleri daha baskindir
(Abrahamsson vd., 2012). Ek olarak, yiiksek atopi riski tagiyan bebeklerde, ilk bir ay igerisinde
Bifidobacteria/Clostridia oraninin da diisiik olabilecegi bildirilmistir (Kallioméki vd., 2001).

Astum: Siklikla ¢ocukluk caginda baslayan bir baska alerjik rahatsizlik olan astim,
spesifik alerjenler tarafindan indiiklenen bagisiklik sisteminin hiper aktivitesini igeren
karmasik bir patofizyolojiye sahiptir (Frati vd., 2019). Bagirsak mikrobiyotasi ve astim
arasindaki iligki, bagirsak mikrobiyomunun, astim semptomlarinin ortaya ¢ikmasinda etkili
oldugu bilinen yardimci T hiicre 2 (Th2) yanitin1 regiile edebilme yetisine atfedilmektedir
(Frati vd., 2019). Yapilan bir arastirmada, bir haftalik ve bir aylik bebeklerden alinan digki
orneklerindeki disiik mikrobiyal gesitlilik ile yedi yasinda astim tanisi alma riski arasinda
bagint1 oldugu gosterilmistir (Abrahamsson vd., 2014). Atopik ve hiriltili nefes alma sikayeti
olan ¢ocuklarin ti¢ aylik diski 6rnekleri incelendiginde ise Faecalibacterium, Lachnospira,
Rothia ve Veillonella’nin saglikli kontrollere kiyasla nispeten daha seyrek oldugu ifade
edilmistir (Arrieta vd., 2015). Bahsi gegen bu bakteri cinsleriyle yapilan mikrobiyal
zenginlestirmenin, akciger iltihabi olusturulan fare modellerinde, iltihabi durumu geri

cevirmeye yardimet olabilecegi ayrica dogrulanmistir (Arrieta vd., 2015).

Beyin gelisimi ve davramig olusumu: Yenidoganlarda bagirsak mikrobiyotasiyla
iligkilendirilen bir diger alan da beyin gelisimi ve davranis olusum siirecidir. Beyin ve bagirsak
arasindaki iletisimin, vagus siniri ve bagirsak mikroorganizmalarinca iiretilen ndroaktif
kimyasallar aracihigiyla gerceklestigi (Johnson ve Foster, 2018) ve mikrobiyotadaki bazi
tiirlerin nispi ¢oklugunun, konak beyin gelisimi ve davranislari ile bagmntili olabilecegi

diistiniilmektedir (Kelsey vd., 2021; Laue vd., 2020). Yapilan bir arastirmada, bagirsak
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mikrobiyotasindaki gesitliligin, hem sol-paryetal noral ag hem de homolog-interhemisferik
noral ag baglantisi ile pozitif olarak iliskili oldugu rapor edilmistir (Kelsey vd., 2021).
Bebekler, fonksiyonel yakin kiziltesi spektroskopi (rs-fNIRS) prosediiriine gore yiiksek
bagintili homolog-interhemisferik noral ag grubu ve diisiik bagintilt homolog-interhemisferik
noral ag grubu olarak ikiye ayrildiginda, ilk grupta yiiksek miktarda E.coli, ikinci grup ise
yiiksek miktarda Bifidobacterium dentium varlig: tespit edilmistir (Kelsey vd., 2021). Cesitli
davranis problemleriyle iligkilendirilen otizm spektrum bozuklugu ve mikrobiyota iliskisi
incelendiginde ise, ii¢ yasindaki ¢ocuklarda otizmle ilgili sosyal davraniglarin, yasa gore sirasi
ile altinc1 ayda Flavonifactor plautii, bir yasinda Lachnospiraceae, iki yasinda Coprococcus
ve ¢ogu Bifidobacterium tiirii ve ti¢ yasinda Butyricicoccus pullicaecorum ile pozitif iliskili
oldugu bildirilmistir (Laue vd., 2020).

Diger hastaliklar: Giincel literatiirde, mikrobiyota ve diger yenidogan hastaliklari
arasindaki iligkiye dikkat ¢eken, ancak heniiz nedensel bir patofizyolojinin kanitlanmadigi
bazi kesitsel arastirmalar da mevcuttur (Skondra vd., 2020; Wang vd., 2021). Konjenital kalp
rahatsizlig1 olan ve olmayan bebeklerin annelerinin incelendigi bir ¢alismada, mikrobiyal
gesitliligin yami sira Bifidobacterium ve Lactobacillus cinslerinin saglikli bebeklerin
annelerinde daha fazla oldugu bildirilmistir. Bu farklilik, Bifidobacterium’daki azalmanin,
lipid metabolizmasini dolayli yoldan etkilemesi sonucu fetal kardiyovaskiiler sistemin
yeterince gelisememesine atfedilmistir (Wang vd., 2021). Bagirsak mikrobiyotasi ile
prematiire retinopatisi arasindaki iligkiyi arastiran bagka bir ¢alismada ise, 28 haftalik tip-1
retinopatili preterm bebeklerde, saglikli preterm yasitlarina gére Enterobacteriaceae’nin daha
yaygin oldugu rapor edilmis, bu iliskide, mikrobiyotanin vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

tizerindeki diizenleyici roliiniin olabilecegi hipotez edilmistir (Skondra vd., 2020).

1.1.4.2. Yasamin Diger Donemlerinde Hastaliklar ve Bagirsak Mikrobiyotasinin

Rolii

Yasamin ilerleyen donemlerinde, benzer fizyolojik yolaklar iizerinden mikrobiyotanin
farklt hastaliklarin  olusumu {izerine etkisinden s6z etmek miimkiindiir. Bagirsak
mikrobiyomunun bilesimi ve islevindeki farkliliklar, gastrointestinal, inflamatuar, ndérolojik,
kardiyovaskiiler, metabolik ve solunum sistemiyle iliskili pek c¢ok rahatsizlikla

iliskilendirilebilmektedir (Vijay ve Valdes, 2021).
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Romatoid artrit: Romatoid artrit, eklem hasariyla kendini gosteren sistemik
otoimmiin bir hastaliktir. Hayvan modellerinde yapilan deneyler, bagirsak mikrobiyotasinin,
lokal ve sistemik bagisiklig etkileyerek eklem iltihabim tetikleyebilecegini gdstermektedir
(Dorozynska vd., 2014). Bununla birlikte, steril farelerin, deneysel artrit gelisiminden
korundugu goézlemi, mikrobiyomun bu hastaligin hem olusumunda hem de semptomlarin
ortaya ¢ikmasinda olas1 bir rolii olabilecegine dikkat ¢ekmektedir (Scher vd., 2013). Artriti
olan bireylerde otoantikor seviyeleri ve hastalik siiresinin, bagirsak mikrobiyal ¢esitliligi ile
negatif iliskili oldugu goézlemi, hayvan modellerine benzer sekilde, insanlarda da bagirsak
mikrobiyal kompozisyonunun, artritin ve/veya semptomlarinin agia ¢ikmasinda etkili bir
degisken olabilecegine yonelik kanit sunmaktadir (Wells vd., 2020). Bakteri ¢esitliliginin yani
sira, romatoid artritli hastalarda, Prevotella copri basta olmak tizere Prevotella (Wells vd.,
2020) ve Collinsella tiirlerinde bir artig goriilirken, Faecalibacterium cinsi (Chen vd., 2016)
azalabilmektedir. In vitro deney sonuglari, 6zellikle Collinsella Aerofaciens'in, bagirsak
gecirgenligini artirdigini ve artritin patogenezinde yer alan anahtar bir sitokin olan IL-17A

ekspresyonunu indiikledigini gostermistir (Chen vd., 2016).

Tip 1 Diyabet: Bagirsak mikrobiyotasindaki bakteri kompozisyonun c¢esitliligi ve
mikrobiyomda meydana gelen degisiklikler ile iligkisi kurulan bir diger otoimmiin hastalik tip
1 diyabettir. Hayvan modellerinden elde edilen verilere gore, antibiyotige bagh disbiyozis,
mikrobiyal lipit metabolizmasinin degismesine ve enterik yardimec1 T hiicre 17 (Th17) ve
regiilator T hiicre (T-reg) popiilasyonlarinin baskilanmasina neden olarak, tip 1 diyabet benzeri
hastalik insidansinin artmasina neden olabilmektedir (Livanos vd., 2016). Cesitli insan temelli
caligmalar da tip 1 diyabet ile bagintili olarak bagirsak mikrobiyotasinin degisebilecegini
bildirmistir (Alkanani vd., 2015; Maffeis vd., 2016; Mejia-Le6on vd., 2014). Bu caligmalardan
elde edilen ortak bulgular, tip 1 diyabet vakalarinda, Bacteroides cinsinin arttigina ve SCFA
tireten bakteri tiirlerinin azaldigina isaret etmektedir (De Goffau vd., 2013; De Goffau vd.,
2014). Spesifik olarak, Faecalibacterium prausnitzii'nin diyabetle iligkili otoantikorlari olan
cocuklarda, saglikli yasitlarina gore anlamli derecede azaldig rapor edilmistir (De Goffau vd.,
2013).

Irritabl bagirsak sendromu: irritabl bagirsak sendromu (IBS) genellikle karin agrisi
ve degisen bagirsak aligkanliklart ile karakterize bir rahatsizliktir. Hastaligin etiyolojisi ¢ok
faktorli olmasma karsin, giincel bilgiler, bagirsak mikrobiyotasindaki varyasyonlarin,
hastaliga bagh diisiik dereceli bagirsak iltihabiyla iligkili olabilecegini ortaya koymaktadir
(Brint vd., 2011). Yapilan bir ¢alismada, IBS'li hastalar ve saglikli kontrollerin bagirsak
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mikrobiyotasi arasinda anlaml bir fark oldugu rapor edilmistir. Buna gére IBS’li bireylerin
mikrobiyotasinda, Bifidobacterium spp. ve Faecalibacterium spp. gibi yararli bakteriler daha
azken, Firmicutes - spesifik olarak Ruminococcus, Clostridium ve Dorea — daha yaygindir
(Rajili¢-Stojanovi¢ vd., 2011). Sistematik derleme sonuglar1 ise, IBS’de, patojen olarak
tammmlanan Proteobacteria subesi, Enterobacteriaceae familyas1 — spesifik olarak
Escherichia, Shigella, Campylobacter ve Salmonella —, Lactobacillaceae familyasi ve
Bacteroides cinsinin potansiyel olarak arttigina isaret etmektedir (Pittayanon vd., 2019).

Inflamatuar bagirsak hastaliklari: Uzun siireli inflamasyon ve kolon iilserasyonu,
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBD) altinda incelenen Crohn’s hastalig1 ve iilseratif kolitin
temel sikayetleri arasinda yer alir. Her iki hastalik da, gastrointestinal sistemin kronik ve
tekrarlayan inflamasyonu ile Kkarakterizedir. Inflamatuar bagirsak hastaliklarinin
baslangicinin, bagirsaktaki tek bir organizmanin mevcudiyeti ve/veya yoksunlugundan ziyade,
genel bir mikrobiyal disbiyozis ile iliskili oldugu disiinilmektedir (Lepage vd., 2011).
Bagirsak mikrobiyotast ile IBD arasindaki iliski, mikrobiyotanin mukozal lezyonlarin gelisimi
tizerindeki olas1 etkisine atfedilmektedir (Manichanh vd., 2012). Saglikli kontrollerle
kiyaslandiginda IBD olan hastalarda bagirsak mikrobiyotasinin hem bilesiminde hem de
islevinde birtakim degisiklikler meydana geldigi gosterilmistir. Genel olarak, IBD'deki
mikrobiyal disbiyozis, mikrobiyotanin c¢esitliligi ve stabilitesindeki azalma ile birlikte
tamimlanmaktadir (Martinez vd., 2008; Ott vd., 2004; Walker vd., 2011). Spesifik olarak,
Firmicutes subesinin nispi oraninin azalmasi ve Proteobacteria subesinin nispi oraninin
artmasi, IBD iizerine yapilan mikrobiyom c¢aligmalarinin en tutarli sonucudur. IBD hastalari
arasinda, ozellikle Crohn’s hastaligi olan hastalarda, saglikli kontrollerin aksine Firmicutes
subesi altindaki Ruminococcaceae ve Lachnospiraceae familyalarina ait tiirlerin azaldigi rapor
edilmistir (Kostic vd., 2014; Matsuoka ve Kanai, 2015; Mottawea vd., 2016). Insan
bagirsaginda biitirat lireten bakterilerin gogu — 6zellikle F.prausnitzii ve Roseburia sp. — bu
familyalar altinda siniflandigindan, IBD'de bu bakterilerin azalmasi, hastalarda, daha diistik
biitirat {liretme kapasitesi de dahil olmak {izere fonksiyonel diizeyde gozlenen diger

degisikliklerle iliskilendirilebilmektedir (Marchesi vd., 2007).

Kardiyovaskiiler hastaliklar: Bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi ve metabolik
potansiyeli, kardiyovaskiiler hastalik gelisimine katkida bulunan énemli faktorler arasinda yer
almaktadir (Tang vd., 2017). Yapilan bir ¢alismada, sican mikrobiyotasi ile miyokard
enfarktiisii arasinda gii¢lii bir iligskinin varligina dikkat ¢ekilmistir (Lam vd., 2012). Bununla

birlikte, insan denekler iizerinde yapilan g¢alismalar, tutarli sonuglar elde edememistir.
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TwinsUK kohortunda, incelenen 68 farkli mikrobiyota biyobelirteci ile hipertansiyon arasinda
anlamli bir iligki rapor edilmemigtir (Jackson vd., 2018). Buna karsin, 529 bireyle yapilan
CARDIA c¢alismasinda, mikrobiyal ¢esitlilik ile sistolik kan basinci arasinda negatif bir iligki
gosterilmistir (Sun vd., 2019). FINRISK ¢aligsmasinda ise, mikrobiyota kompozisyonu ve kan
basinci arasinda zayif korelasyon bulunmasina karsin, hipertansiyonu olan bireylerde, cogu
Firmicutes subesine ait cinste birtakim farkliliklar rapor edilmistir. Buna gére, Lactobacillus
tirlerinin — ozellikle Lactobacillus paracasei’nin — mevcudiyeti ile kan basinci arasinda

negatif bir iliskinin varligindan s6z edilmektedir (Palmu vd., 2020).

Tip 2 Diyabet: Tip 2 diyabette saglikli bagirsak mikrobiyotasinin degisiklige ugradigi
bilinmektedir. Ancak giincel literatiir, bu degisimin bir neden mi yoksa bir sonu¢ mu oldugu
sorusunu cevaplamada heniliz yetersiz kalmaktadir. Yaygm olarak bildirilen ¢aligma
sonuglarina gore, Bifidobacterium, Bacteroides, Faecalibacterium, Akkermansia ve Roseburia
cinsleri ile tip 2 diyabet arasinda negatif bir iliski mevcut iken, Ruminococcus, Fusobacterium
ve Blautia cinsleri tip 2 diyabet ile pozitif iliskilidir (Gurung vd., 2020; Larsen vd., 2010).
Biiyiik olgekli bir metagenom ¢alismasinin verileri, saglikli bireylerde, biitirat {ireten
Lactobacillus tiirlerinin, tip 2 diyabetli bireylere gore daha yaygin bulunduguna isaret
etmektedir (Wang vd., 2012). Genel olarak tip 2 diyabet, biitirat iireten bakteriler ve SCFA’nin
gastrointestinal sistemdeki mevcudiyetinin azalmasi ile karakterizedir (Vrieze vd., 2014). Kisa
zincirli yag asitleri, spesifik G protein reseptorleri (GPR41, GPR43) araciligiyla glukagon
benzeri peptid 1 (GLP-1) salinimin1 tetikleyerek pankreas fonksiyonu, insiilin salinimi ve
istah merkezi iizerinde diizenleyici bir etkiye sahiptir. Bagirsak mikrobiyomu ve tip 2 diyabet
arasindaki iligskide de, GLP-1 salinmminin bahsi gecen mekanizmalar {izerindeki regiilator

roliiniin etkili oldugu diistiniilmektedir (Fava, 2014; Tolhurst vd., 2012).

Obezite: Bagirsak mikrobiyotasi ile obezite arasindaki iligskiye dair 6nciil kanitlar,
steril fareler ile yapilan ¢alismalardan elde edilmistir. Buna gore, geleneksel yolla yetistirilen
farelerden steril farelere yapilan diski transplantasyonu, steril farelerde besin tiikketimi azaldigi
durumda dahi adipozite ve insiilin direncinde artisa sebebiyet verebilmektedir (Béackhed vd.,
2004). Bu veri, bagirsak mikrobiyotasinin, konak¢ida, obezite ve obeziteyle iliskili metabolik
yolaklar iizerinde diizenleyici etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Insan ve hayvanlar
tizerinde yapilan bazi ¢alismalar da obezitede, hem mikrobiyal ¢esitliligin hem de bakteri
kompozisyonunun saglikli bireylerden farkli olabilecegini dogrulamaktadir (Duan vd., 2021;
Heiss ve Olofsson, 2018). Gen dizilim ¢alismalari, obezitenin iki baskin bakteri subesi -

Firmicutes ve Bacteroidetes - ile iliskili olabilecegine isaret etmektedir. Ozellikle hayvan
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caligmalari, obezitede Bacteroidetes’te %50 azalma meydana gelirken Firmicutes subesinde
orantili bir artis rapor etmis ve Firmicutes/Bacteroidetes oraninin obezite i¢in 6nemli bir
biyobelirteg olabilecegine dikkat ¢ekmistir (Ley vd., 2005; Turnbaugh vd., 2006). insanlarda
ise Firmicutes/Bacteroidetes oraninin obeziteyle pozitif iligkili olabilecegine dair kanitlar
mevcut olsa da (Indiani vd., 2018; Koliada vd., 2017), bu alanda yapilan ¢aligmalar tutarlilik
arz etmemektedir (Duan vd., 2021; Zhang vd., 2009).

Spesifik bakteri gruplari ve obeziteyi iliskilendiren ¢alismalarin sonuglari,
Christensenellaceae familyas1 ile Lactobacillus, Bifidobacteria ve Akkermansia cinsleri
tizerinde yogunlagmaktadir. Verilere gore Christensenellaceae familyasinin bagirsak
mikrobiyotasindaki nispi coklugu, konak beden kiitle indeksi (BK1) ile ters orantilidir (Waters
ve Ley, 2019). Akkermansia muciniphila ile yapilan takviye ¢alismalari ise, bu bakteri tiiriiniin
asirt kilolu ve obez bireylerde metabolik parametreleri iyilestirmede etkili olabilecegini
gostermektedir (Depommier vd., 2019). Bununla birlikte, Lactobacillus ve Bifidobacterium
cinslerinin konak viicut agirlig1 iizerindeki etkisinin tiire 6zgli oldugu bildirilmistir. Buna
gore, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium animalis ve Lactobacillus gasseri obezite ile
negatif iligkili iken Lactobacillus reuteri’nin, obezite ile 6nemli Gl¢lide pozitif korelasyon
gosterdigi bilinmektedir (Crovesy vd., 2017; Million vd., 2011).

Obezitenin BKI ile tanimlanmasi, ¢ogu calismada referans kabul edilse de, viicuttaki
yag kiitlesi dagilimi, metabolik parametreler ve bedensel saglikla daha yakindan iligkilidir.
Viicut yagimin dagilimina gore obezite, subkutan (deri alt1) ve visseral (abdominal) obezite
olarak iki alt grupta incelenebilir. Visseral obezitede organ ¢evresinde yaglanma s6z konusu
oldugundan, bu grup, cogunlukla kronik hastaliklara daha yatkindir. Yapilan bir ¢alismada,
morbid obezitede Firmicutes'in nispi ¢oklugunun, subkutan yag dokusundaki kahverengi
adipozitler ile pozitif iliskili olabilecegine yonelik kanit sunulmustur (Moreno-Navarrete vd.,
2018). Bu veri, her ne kadar Firmicutes/Bacteroidetes orani, yiiksek bir BK{ ile iliskilendirilse
de, Firmicutes'in goreceli bollugunun, saglikli bir obezite fenotipinin belirteci olabilecegini de
diistindiirmektedir. Probiyotik 6zelligi oldugu bilinen bazi bakteri tiirleri de, 6zellikle visseral
obezitenin geriye c¢evrilmesinde etkili olabilmektedir. Hayvanlar {izerinde yapilan bir
calismadan elde edilen sonuglar, Akkermansia popiilasyonunun nispi ¢oklugunun, yiiksek
yagli/yiiksek sekerli diyetle beslenen farelerde viicut agirligini ve i¢ organ yaglanmasini
azaltmada etkili olabilecegine isaret etmektedir (Anhé vd., 2015). Bununla birlikte, non-
alkolik yagli karaciger hastaligi olan bireylerde, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus

rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Pediococcus pentosaceus, Bifidobacterium lactis ve
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Bifidobacterium breve iceren probiyotik bir karigim ile takviye yapilmasinin, 12 haftanin
sonunda, hem BKI hem de intrahepatik yag fraksiyonunu azaltmada anlamli bir etki
olusturdugu bildirilmistir (Ahn vd., 2019). Yash bireylerde ise, Christensenellaceae,
Porphyromonadaceae ve Rikenellaceae'nin nispi ¢oklugunun, visseral yag dokusunun

azalmasina katkida bulunabilecegi rapor edilmistir (Tavella vd., 2021).

Non-alkolik yagh karaciger hastaligi: Non-alkolik yagli karaciger hastaligi
(NAFLD) ve daha ileri evresi olan non-alkolik steatohepatit (NASH), obezite ve tip 2
diyabetin yaygin komorbiditeleridir. Bagirsak disbiyozisi ve NAFLD arasindaki iliskide,
epitel bariyer biitiinliigliniin bozulmasi ve bagirsak gecirgenliginin artmasinin hastaliktan
sorumlu temel mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. Bariyer biitiinliigiiniin bozulmasiyla,
portal venden karacigere tasinan patojen bakteriler, karaciger dokusunda endotoksemiye
neden olabilmektedir (Vijay ve Valdes, 2021). Yapilan ¢alismalarin sonuglari, saglikli ve
NAFLD’li bireylerin bagirsak mikrobiyotasinda birtakim farkliliklar oldugunu ortaya
koymustur. Buna goére, NAFLD’nin ileri evrelerinde bakteri gesitliliginde meydana gelen
azalmanin yam1 swra (Astbury vd., 2020; Shen vd., 2017), Proteobacteria subesi,
Enterobacteriaceae familyasi ve Collinsella, Escherichia, Dorea cinslerinde bir arts,
Coprococcus, Eubacterium, Faecalibacterium ve Prevotella cinslerinde ise bir azalmadan s6z
edilebilmektedir (Astbury vd., 2020; Hoyles vd., 2018; Shen vd., 2017). Ek olarak, NAFLD’de
biitirat tiretiminden sorumlu oldugu bilinen F.prausnitzii'nin seviyelerinin azaldigi da
bildirilmistir (lebba vd., 2018). Yine de, ¢alisma sonuglar1 heniiz, tiim hastalar i¢in benzer

bulgular1 destekleyecek tutarli sonuglar sunmamaktadir.

Kronik bobrek hastaligi: Bagirsak mikrobiyotast ve kronik bobrek hastaligi
arasindaki olast iligkiyi odak alan caligmalar, bobrek-bagirsak ekseninde ¢ift yonli bir
etkilesimin varhigindan s6z etmektedir. Buna gore, bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi,
bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi ve fonksiyonlarin1 énemli Olgiide etkileyebildigi gibi,
bagirsak disbiyozisi de inflamatuar, endokrin ve norolojik yolaklar araciligiyla kronik bobrek
hastaliginin baslangicina ve ilerlemesine sebep olan siiregleri tetikleyebilmektedir (Vijay ve
Valdes, 2021). Kronik bobrek hastaligi olan hastalarda, bagirsak mikrobiyal gesitliliginin
azalmasinin yani sira bazi bakterilerin oransal miktarlarinda da degisiklikler meydana
gelebilmektedir (Onal vd., 2019). Buna gore Bifidobacterium, Lactobacillaceae,
Bacteroidaceae, Akkermansia ve Prevotellaceae cinslerinde kronik bobrek hastaligi ile bir
diisiis gozlenirken, Enterobacteriaceae familyasinin; &zellikle Enterobacter, Klebsiella,

Escherichia ve Enterococci cinsleri ile C.perfringens’in miktar:1 artabilmektedir (Jazani vd.,
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2019; Sircana vd., 2019). Bu suslara ek olarak, kronik bobrek hastaligimin ilerlemesinde
onemli bir risk faktorii olarak tanmimlanan IL-10 seviyeleri ile probiyotik olarak bilinen
Akkermansia muciniphillanin nispi miktar1 arasinda negatif bir korelasyon da ayrica
bildirilmistir (Li vd., 2019).

Mental rahatsizliklar: Bagirsak mikrobiyotasiyla iligkilendirilen bir diger hastalik
grubu da mental rahatsizliklardir. Bagirsak mikrobiyotasinin, insan beynini; (1) vagus siniri
ve enterik sinir sistemini igeren noral yolak, (2) sitokin aktivitesini icerek bagisiklik sistemi
ve (3) hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) ekseni ile bagirsak hormonlarini igeren endokrin
yolak aracilifiyla modiile ettigi diisiiniilmektedir. Bahsi gecen bu ii¢ baglantida meydana
gelecek bir islev bozuklugu, mental rahatsizliklarin tezahiiriine yol agabilmektedir.
Literatiirdeki verileri 6zetleyen bir derleme ¢alismasinin verileri, genel olarak Firmicutes ve
Actinobacteria subeleri ile Bacteroides ve Bifidobacterium cinslerinin, mental rahatsizliklar
ile yaygin olarak iligkilendirildigine isaret etmektedir (Vijay ve Valdes, 2021). Hastalik
Ozelinde incelendiginde, sizofreni ve dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugunda (DEBH),
Lactobacillus tiirleri ile Bifidobacterium’un arttigi (Checa-Ros vd., 2021; Zhu vd., 2020);
post-travmatik stres bozuklugunda, Actinobacteria, Lentisphaerae ve Verrucomicrobia’nin
azaldigi (Hemmings vd., 2017); depresyonda, Eggerthella, Holdemania, Turicibacter ve
Paraprevotella’nin artarken Prevotella ve Dialister’in azaldigi (Kelly vd., 2016); genel
anksiyete bozuklugunda, Bacteroidetes, Ruminococcus gnavus ve Fusobacterium’un
azalirken (Jiang vd., 2018) Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae ve Burkholderiaceae’nin
arttig1 (Chen vd., 2019); demansta ise Escherichia, Blautia, Bifidobacterium, Streptococcus,
Lactobacillus, Dorea tiirlerinin artarken Actinobacteria ve Bacteroides’in azaldigi rapor
edilmistir (Zhuang vd., 2018). Bu veriler incelendiginde, baz1 mental rahatsizliklarda, pek ¢ok
hastaligin aksine, SCFA iiretiminden sorumlu bakteri cinslerinde artis meydana gelmesi dikkat
cekmektedir. Bu durum literatiirde, SCFA’nin, noronlarda mitokondriyal enerji kaynagi olarak
kullanilmasiyla kontrolsiiz reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin olusumuna sebebiyet

verebilmesine atfedilmektedir (Checa-Ros vd., 2021).

Bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonu ve iligkili saglik risklerine yonelik giincel
literatiirde ¢ok sayida calisma yer almaktadir. Bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun
sekillenmesinde ve degisiminde, pek ¢ok farkli faktoriin etkili olarak, dolayli yoldan yukarida

tanimlanan saglik risklerine katkida bulunabilecegi hipotez edilebilir.

17



Beslenme, bagirsak mikrobiyotasi iizerinde etkisi tanimlanan en 6nemli ¢evresel
faktorlerden bir tanesidir. Gelismis toplumlarda, diyet oriintiisii igerisinde tiiketilen pek ¢ok
besin maddesi, gida katki maddelerini biinyesinde barindirmaktadir. Gida katki maddelerinin
— Ozel olarak tartrazinin — saglik ve mikrobiyota lizerine etkileri son yillarda 6nem kazanan bir
konudur. Gida katki maddeleri — 6zel olarak tartrazin — ve mikrobiyota iliskisi, ileri

boliimlerde detaylandirilarak ele alinacaktir.

1.2. Gida Katki Maddelerinin Tanimi ve Siniflandirilmasi

Gilinlimiizde tiiketiciler, pek cok besin ¢esidine yil boyu ulasabilme beklentisi
tagimaktadir. Besin tedarikgileri tarafindan yil boyunca bir¢ok farkli iilkeden taze sebze,
meyve balik ve et ¢esitlerinin yan1 sira hazir salatalar, ekmekler, konserve etler, pisirmeye
hazir kismen hazirlanmis yemekler, soslar, sekerlemeler, icecekler ve dondurulmus {iriinleri
tiikketicilerine sunlmaktadir. Tim bu Uriinler, hasattan rafa ve hatta tiiketicinin sofrasina
gelinceye kadar olan siirecte tazeligini korumak durumundadir. Bununla birlikte, saglikli
beslenmeye yonelik farkindaligin artmasi ile birlikte, az yagli, diisiikk enerjili, az tuzlu vb.
tiikketim {irtinlerine olan talep de artis gostermektedir. Tiim bu talepleri karsilayabilmek adina
besin endiistrisinde gida katki maddelerinin kullanimi kaginilmaz hale gelmistir (Saltmarsh ve
Lynn, 2013).

Gida katki maddelerinin kullanimmin tiim diinyada yayginlasmasiyla birlikte, bu
maddelerin kapsamina iligkin genel standartlarin tanmimlanmasina yonelik bir ihtiyag
dogmustur. Bu baglamda, farkli otoritelerin gida katki maddelerine iligskin tanimlar1 asagida

sunulmustur:

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ortakligindaki Codex Alimentarius Komisyonu Uluslararasi Besin Standartlarina gore
gida katki maddesi, “normalde kendi basina bir besin olarak tiiketilmeyen ve eklendigi besinin
tipik bir bileseni olmayan, besleyici degeri olsun ya da olmasin, besine, iretim, isleme,
hazirlama, paketleme, tasinma veya depolama siireclerinde teknolojik (organoleptik dahil) bir
amag i¢in kasitli olarak ilave edilen, dogrudan veya dolayli olarak kendisinin ve/veya yan
iriinlerinin, eklendigi besinin bir bileseni haline geldigi veya eklendigi besinin 6zelliklerini
degistirdigi herhangi bir madde” olarak tanimlanir. Terim, besin niteliklerini korumak veya
iyilestirmek icin gidaya eklenen kontaminant maddeleri icermez (Codex Alimentarius

Commussion, 1995).
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Amerikan Besin ve Ilag Idaresi’ne (FDA) gore gida katki maddesi, “"amaglanan
kullanimi - dogrudan veya dolayli olarak - herhangi bir gidanin bir bileseni haline gelmesi ile
veya bagka bir sekilde herhangi bir gidanin 6zelliklerini etkilemesiyle sonuglanan veya

sonu¢lanmasi beklenebilecek herhangi bir madde" olarak tanimlanir (FDA, 2010).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesine (EFSA) gore gida katki maddesi, “besinleri
renklendirmek, tatlandirmak veya besinlerin korunmasina yardimci olmak gibi belirli
teknolojik islevleri yerine getirmek amaciyla besin maddelerine kasitli olarak eklenen madde”

olarak tanimlanir (EFSA, 2008).

Tirk Gida Kodeksine gore ise gida katki maddesi, “besleyici degeri olsun veya
olmasin, tek basina gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin karakteristik bileseni olarak
kullanilmayan, teknolojik bir ama¢ dogrultusunda iiretim, muamele, isleme, hazirlama,
ambalajlama, tasima veya depolama agsamalarinda gidaya ilave edilmesi sonucu kendisinin ya
da yan triinlerinin, dogrudan ya da dolayli olarak o gidanin bileseni olmas1 beklenen madde”

olarak tanimlanir (Tiirk Gida Kodeksi, 2013).

Ozellikle islenmis besinlerde istenilen kalitenin saglanabilmesi adina hemen hemen
tamamina yakininin, 6zelliklerine gore uygun katki maddelerini igermesi gerekmektedir. Gida
katki maddeleri, besin endiistrisinde asagidaki amaglar gozetilerek kullanilir (Sun ve Wang,
2017):

1) Besinlerin kalitesini ve duyusal ozelliklerini iyilestirmek/gelistirmek. Besinlerin
rengi, kokusu, tadi, sekli ve dokusu kalite i¢in dnemli gostergelerdir. Besin isleme siirecindeki
bazi iglemler, besinlerdeki duyusal kalitenin diismesiyle sonuglanabilir. Ulusal ve uluslararasi
otoritelerin yaymladigi standartlara uygun renklendiriciler, renk fiksatifleri, yenilebilir
aromalar, koyulastirict ajanlar, emiilsifiyerler ve benzerlerinin eklenmesi, besinlerdeki

duyusal kaliteyi agikea artirabilir ve tat ve aromaya yonelik tiiketici taleplerini karsilayabilir.

2) Besin degerini korumak ve gelistirmek. Besinlerde bulunan bazi besin ogeleri,
ulusal ve/veya uluslararasi yonergelere uygun koruyucu maddelerin eklenmesiyle iiretim ve
depolama esnasinda meydana gelebilecek kayiplara karsi korunabilir. Uygun katki
maddelerinin eklenmesiyle besinlerde, oksidasyona bagli bozulma ve besin 6gesi kaybi

onlenebilecegi gibi, besin degeri arttirilarak, yetersiz beslenmenin de oniine gegilebilir.
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3) Besin giivenligini saglamak ve raf omriinii uzatmak. Gida katki maddeleri, besin
giivenliginin saglanmasinda ve raf omriiniin uzatilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Giintimiizde besin giivenliginden kaynakli sorunlarin basinda, besinlerin patojenik mikrobiyal
kontaminasyonundan kaynaklanan hastaliklar gelmektedir. Koruyucu igermeyen pek cok
besin, iiretim siirecini takiben hemen bozulabilir ve tiiketildikten sonra ciddi saglik sorunlarina
yol agabilir. Koruyucularin ve antioksidanlarin kullanilmasi, besinlerin raf émriinii uzatabilir
ve son kullanma tarihine kadarki siire¢ boyunca uygun kosullarda saklanmak kosuluyla besin

giivenligini garanti edebilir.

4) Besin igleme, depolama ve nakliyesini kolaylastirmak. Gida katki maddeleri, besin
isleme siirecinde son iiriinde talep edilen ozelliklere gore katilagtirma, kopiik giderme ve

stabilitenin saglanabilmesi i¢in kullanilabilir.

5) Ozel ihtivaglar: olan bireylerin gereksinimlerini karsilayabilmek. Pek ¢ok
tatlandirict, siikroz tiiketemeyen diyabet hastalariin talepleri dogrultusunda besin
endiistrisindeki yerini almistir. Buna benzer pek ¢ok 6zel durum ve hastaliga uygun olarak,
islenen besinlerde amaca yonelik uygun gida katki maddelerinin kullanimi s6z konusudur (Sun

ve Wang, 2017).

Gida katki maddeleri bitkilerden, hayvanlardan veya minerallerden elde edilebilecegi
gibi sentetik de olabilir. Endiistride kullanilan ¢ok sayida gida katki maddesi, besinleri daha
giivenli veya tiiketici igin daha ¢ekici hale getirmek tizere tasarlanmistir (WHO, 2018). Cizelge
1.2°de islevlerine gore gida katki maddeleri, kullanim alanlar1 ve Ornekleriyle birlikte

Ozetlenmigtir.
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Cizelge 1.2. Islevlerine gore gida katki maddelerinin simflandiriimasi (FDA, 2010)

Gida Katk
Maddesi

islevi

Kullanim Alanlan

Ornekler

Koruyucular ve
Antioksidanlar

Besinleri bakteri, kiif
mantar ve maya kaynaklari
bozulmalardan korur; renk,

tat ve doku degisimini

yavaglatir ve/veya
durdurur; acilagmay1
geciktirir (antioksidanlar);
tazeligi korur

Meyve soslar1 ve
joleler, igecekler,
unlu mamuller,
tiitsiilenmis etler,
yaglar ve
margarinler,
tahuallar, soslar,
atistirmalik
yiyecekler, meyve
ve sebzeler

Askorbik asit, sitrik asit,
sodyum benzoat,
kalsiyum propiyonat,
sodyum eritorbat,
sodyum nitrit, kalsiyum
sorbat, potasyum sorbat,
tokoferoller (E Vitamini)

Tatlandiricilar

Enerji degeri ile veya
enerji degeri olmaksizin
tatlilik verir

Icecekler, unlu
mamuller,
sekerlemeler, sofra
sekeri, bir¢ok
islenmig besin

Stikroz (seker), glikoz,
fruktoz, sorbitol,
mannitol, misir surubu,
yiiksek fruktozlu misir
surubu, sakarin,
aspartam, sukraloz,
asesiilfam potasyum
(asesiilfam-K), neotam

Renklendiriciler

Isik, hava, sicak, nem ve
saklama kosullarina
maruziyet sebebiyle olusan
renk kayiplarini telafi eder;
besinlerde dogal olarak var
olan renkleri
belirginlestirir; dogal
olarak renksiz besinleri
renklendirir

Pek ¢ok islenmis
besin (sekerler,
atistirmalik
yiyecekler
margarin, peynir,
alkolsiiz igecekler,
receller/joleler,
jelatinler, puding ve
turta dolgulari)

FD&C Blue No. 1 ve 2,
FD&C Green No. 3,
FD&C Red No. 3 ve 40,
FD&C Yellow No. 5 ve
6, Orange B, Citrus Red
No. 2, annatto 6zii, beta-
karoten, tiziim kabugu
0zii, karmin, paprika
oleoresin, meyve ve
sebze sular1, safran

Aroma ve
Baharatlar

Dogal veya sentetik olarak
besinlere spesifik tatlar
verir

Puding ve turta
dolgulari, jelatinli
tatlt karigimlari, kek
karisimlari, salata
soslari,
sekerlemeler,
alkolsiiz i¢ecekler,
dondurma, barbekii
Sosu

Dogal tatlandiric1, yapay
tatlandiric1 ve baharatlar
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Cizelge 1.2. Devam:

Islevlerine gore gida katk1 maddelerinin siniflandiriimast (FDA, 2010)

Ornekler

Kullanim Alanlan

Gida Katk islevi
Maddesi $
Unlu mamuller,

- . Az yagli besinlerde soslar, dondurulmus

Yag Yerine - tatlilar,
beklenen doku ve kremsi
Gegenler ap1vi sadlar sekerlemeler, kek
yapiyt sag ve tath karigimlari,

siit drtinleri

Olestra, seliiloz,
polidekstroz, modifiye
gida nigastasi, yumurta
aki proteini, guar sakizi,
ksantan sakizi, peynir alt1
suyu proteini konsantresi

Besin dgeleri

Isleme sirasinda kayba
ugrayan vitamin ve

minerallerin tekrar ilave
edilmesini (zenginlestirme)
veya besinde dogal olarak
bulunmayan 6gelerin
eklenmesini (fortifikasyon)

igerir

Un, ekmekiler,
tahillar, piring,
makarna, margarin,
tuz, siit, meyveli
icecekleri, enerji
barlari, hazir
kahvaltilik icecekler

Tiamin hidrokloriir,
riboflavin, niasin,
niasinamid, folat veya
folik asit, beta karoten,
potasyum iyodiir, demir
veya demir siilfat, alfa
tokoferoller, askorbik
asit, D Vitamini, amino
asitler (L-triptofan, L-
lizin, L -16sin, L-
metiyonin)

Emiilgatorler

Bilegenlerin diizglin
emiilsifiye iirlinlerin

kristallesmeyi kontrol
eder; liriin igerisindeki

karigsmasini saglar,
ayrigmayi onler;

stabilitesini saglar;
yapigmay1 onler;

bilesenlerin birbiri

igerisinde ¢ozlinmesine

yardimci olur

Salata soslari, fistik

ezmesi, ¢ikolata,
margarin,

dondurulmus

Soya lesitini, mono- ve
digliseritler, yumurta
sarisi, polisorbatlar,

sorbitan monostearat

Stabilizatorler ve
Koyulastiricilar,
Baglayicilar,
Dokulastiricilar

Besinde arzu edilen
dokunun elde edilmesini

Dondurulmusg
tatlilar, siit Giriinleri,
kekler, puding ve
- jelatin karigimlari,
saglar

soslar, receller ve
joleler, soslar

Jelatin, pektin, guar
sakizi, ksantan sakizi,
peynir alt1 suyu

pH Kontrol
Ajanlar1 ve
Asitlik
Diizenleyiciler

Asitligi kontrol ederek
bozulmay1 6nler

Icecekler,
dondurulmus
tathlar, cikolata,
konserveler,

Laktik asit, sitrik asit,
amonyum hidroksit,
sodyum karbonat

kabartma tozu
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Cizelge 1.2. Devam: Islevlerine gore gida katki maddelerinin simiflandiriimas: (FDA, 2010)

Gda Kat!ﬂ islevi Kullanim Alanlari Ornekler
Maddesi
Unlu mamullerin Ekmekler ve diger Kabart_ma tozu,
Kabarticilar . monokalsiyum fosfat,
kabarmasini tesvik eder unlu mamuller .
kalsiyum karbonat
Topaklanmay1 Toz gidalarda Tuz, kabartma tozu, Kalsiyum Sl.hkat' (.j?mlr
. topaklanmay1 ve nem . amonyum sitrat, silikon
onleyiciler A pudra sekeri S
emilimini onler dioksit
Rendelenmis
. ene hindistan cevizi,
- Besinlerde nemliligin - .
Nem vericiler marshmallow, Gliserin, sorbitol
korunmasina yardimci olur
yumusak sekerler,
sekerlemeler
Un islem Daha stabil ya_plda b1r Ekmekler ve diger Arr_lonyum sul_fat,
. hamur elde edilmesini azodikarbonamid, L-
Maddeleri 9 unlu mamuller A
saglar sistein
. Gevreklik ve siki dokunun Islenmis sebze ve Kalsiyum kloriir,
Sertlestiriciler - ;
korunumunu saglar meyveler kalsiyum laktat
Enzim Purotem, pol!sakkarlt M Peynir, siit ve et Enzimler, laktaz, papain,
yaglarin modifikasyonuna - . .
preperatlari trtinleri kimozin
olanak tanir
Besinlerde itici gaz Yasli pisirme
olusumunu, ghpis : Karbon dioksit, nitroz
Gazlar spreyi, krem santi, -
havalandirmayi veya azls icecekler oksit
karbonatlagmay1 saglar & ¢

Avrupa Birligi'nde her gida katki maddesinin, E harfini (Avrupa’nin-Europe-bas
harfini simgeler) ve ardindan ii¢ veya dort haneyi i¢eren bir kodu vardir. Bu numaralandirma
semasi, Codex Alimentarius Komitesi tarafindan belirlenen Uluslararas1 Numaralandirma
Sistemine (INS) uygun olarak olusturulmustur (Silva ve Lidon, 2016). Bu kodlama sistemine
gore, E100-199 araligindaki kodlar renklendiricileri; E200-299 araligindaki kodlar
koruyuculari; E300-399 araligindaki kodlar antioksidanlar1 ve asitlik diizenleyicileri; E400-
499 araligindaki kodlar koyulastirici, stabilizator ve emiilgatorleri; ES00-599 araligindaki
kodlar pH kontrol ajanlar1 ve topaklanmay1 onleyicileri; E600-699 araligindaki kodlar aroma
arttiricilar;; E700-799 araligindaki kodlar antibiyotikleri; E900-999 araligindaki kodlar
parlaticilar, gazlar ve tatlandiricilari, E1100-1159 araligindaki kodlar ise diger katki
maddelerini tanimlar. Diinyada yaygin olarak tercih edilen bu kodlama sistemi, tilkemizde de

yasal mevzuat gergevesinde besin etiketlemesinde kullanilmaktadir (Tirk Gida Kodeksi,

2013).
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1.2.1. Gida Katki Maddelerinin Kullanimina iliskin Yasal Mevzuat

Uluslararas1 sahada gida katki maddelerine iliskin standartlar Codex Alimentarius
tarafindan belirlenir. Ilk uluslararasi besin standartlar1 ve kilavuzlar1 koleksiyonu olarak
bilinen Codex Alimentarius, 1962 yilinin baslarinda FAO ve WHO tarafindan kurulmustur.
Codex Alimentarius ¢ercevesinde Gida Katki Maddeleri ve Kontaminantlar:1 Kodeks Komitesi
(CCFAC) faaliyet gostermektedir. Bu komite, 6zellikle gida katki maddeleri ve kirleticilerine
odaklanir ve gida katki maddeleri i¢in izin verilen maksimum kullanim seviyelerine yonelik
oneriler yayimlar. Codex Alimentarius ve WHO/FAO, Gida Katki Maddeleri i¢in Genel
Standartlar (GSFA) ad1 verilen, gida katki maddelerinin biyolojik faaliyetlerine iligkin mevcut
kanitlar1 toplayan bir veri tabani gelistirmistir. Bu standartlarin amaci, diinya besin ticareti
baglaminda kullanimi uygun bulunan katki maddelerine iligkin uluslararasi kurallari

uyumlastirmaktir (Amchova vd., 2015).

Besin standartlarinin olusturulmas1 ve giincellenmesinde CODEX, tiiketicilerin
sagligmi ve cikarlarin1 korumak i¢in uluslararasi diizeyde bircok komite ile birlikte
caligmaktadir. Bu komiteler arasinda en genis olgekli yapiya sahip komisyon, FAO ve
WHO’nun ortak komisyonu olan “Gida Katki Maddeleri FAO/WHO Ortak Uzmanlar
Komitesi” (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives - JECFA)’dir. Bu
komisyon, gida katki maddelerinin giivenligi, kalitesi ve etkinligi konularinda bagimsiz bir
bilimsel degerlendirme yapar. Bu degerlendirmeler kapsaminda, gida katki maddelerinin
fiziksel ve kimyasal yapilari, ayrigsma {iriinleri, besinler ile etkilesimleri ve kabul edilebilir
giinlik alim limitleri (ADI) detayli olarak incelenir. JECFA tarafindan yapilan bu
degerlendirmeler, gida katki maddelerinin kullanimina yonelik uluslararasi diizenlemelerde

kullanilir (WHO vd., 1987).

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD), gida katki maddelerine iligkin regiilasyonlar
ve yasal mevzuat, CODEX esas alinarak FDA tarafindan yiiriitiliir. Avrupa’da ise bu isi,
Avrupa Birligi Komisyonu iistlenir. Avrupa Birligi'nin tiim tiye iilkeleri, gida hukukunun genel
ilkelerini ve gerekliliklerini belirleyen, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi'ni kuran ve gida
giivenligi konularinda prosediirleri tanimlayan 28 Ocak 2002 tarihli ve 178/2002 sayil1 Avrupa
Parlamentosu ve Konseyi Yonetmeligi'ni (EC) takip etmektedir. Bu kosullar, tiim ulusal kanun
ve kararnamelere yansitilmistir. Bu yonetmelik uyarinca, Avrupa Birligi’nde kullanilan katki
maddelerinin oncelikle EFSA tarafindan gozden gegirilmesi gerekmektedir. EFSA kararlar

CCFAC, JECFA gibi uluslararasi kuruluglarin yani sira bilimsel literatiir, endiistri tarafindan
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yiiriitiilen ¢aligmalar ve ulusal otoritelerin goriislerine dayanmaktadir. Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi, gida katki maddeleri hakkinda degerlendirme yaparken, bu kaynaklari birlikte
kullanarak kapsamli bir bilgi taban1 olusturur ve sonuglar1 dogruluk ve giivenilirlik agisindan
degerlendirir. Degerlendirmelerini, Avrupa Komisyonu'nun talebi {izerine, resmi olarak
"Bilimsel Goriis" adiyla EFSA Dergisi'nde yaymlar (Amchova vd., 2015). EFSA’nin Bilimsel
Goriis'iinilin icerigi; gida katki maddelerinin teknik ve kimyasal 6zellikleri, iiretim siirecinin
tanimu, tespit i¢in kullanilan analitik yontemler, besin ile kimyasal reaktivite, mevcut kullanim
izninin 6zeti, doz aralig1, toksikokinetik bilgiler (emilim, dagilim, metabolizma ve atilim), akut
oral toksisite, sub-kronik ve kronik toksisite, kanserojenlik, genotoksisite, gelisimsel ve iireme
toksisitesi ve maddeye kars1 asir1 duyarlilik gibi toksikolojik verilerden olusmaktadir (EFSA,
2012).

Tiirkiye'de, gida katki maddelerinin denetimi ve kullanim onay1, Tarim ve Orman
Bakanligi Gida ve Kontrol Genel Midiirliigii tarafindan gerceklestirilmektedir. Gida ve
Kontrol Genel Midiirliigii, gida katki maddelerinin giivenligi, kalitesi ve etkinligi konularinda
denetimler yapmakta ve gida katki maddelerine iliskin yonetmelikleri belirlemektedir (T.C.
Tarim ve Orman Bakanligi, 2023b). Yasal mevzuat, Avrupa Birligi mevzuatini esas almakla
birlikte AB'nin gida katki maddeleri ile ilgili yonetmeliklerini biinyesinde barindirmaktadir
(T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, 2023a).

1.2.2. Gida Katki Maddeleri ile Tliskili Rapor Edilen Saghk Sorunlari

Gida Katki Maddeleri FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesinin, besin endiistrisinde
kullanimina iliskin bilimsel tavsiyesinin bulundugu gida katki maddelerinin, saglik igin
giivenilir oldugu varsayilsa da, literatiirde, baz1 gida katki maddelerine iliskin olumsuz saglik
etkileri bildiren veriler mevcuttur (Carocho vd., 2014; Trasande vd., 2018). Gida katki
maddeleriyle iligkili rapor edilen olumsuz etkiler, tiiketimden hemen sonra goriilen akut yan
etkiler ve uzun dénem kullanima baglh gelisen kronik yan etkiler olmak tizere ikiye ayrilabilir.
Akut yan etkiler arasinda bas agrisi, konsantrasyon bozuklugu ve immiin yanit yer alirken;
uzun dénem yan etkiler arasinda kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diger dejeneratif
hastaliklar sayilabilir (Inetianbor vd., 2015). Erken yaslarda ise, sentetik koruyucular ve yapay
renklendiricilerin, DEHB iliskili olabilecegine dair bilimsel kanitlar mevcuttur (McCann vd.,
2007). Cizelge 1.3.’te baz1 gida katki maddeleri ve bu katki maddelerine iliskin rapor edilen

saglik sorunlar1 6zetlenmistir (Carocho vd., 2014).

25



Cizelge 1.3. Bazi gida katki maddeleri ve bu katki maddelerine iligkin rapor edilen saglik sorunlari

(Carocho vd., 2014)

Gida katki
maddesi sinifi

Gida Katki Maddesi

Rapor Edilen Saghk Etkisi

Koruyucular

Sodyum benzoat

Insan  periferal lenfositlerinde
mutajenik ve sitotoksik etki
Hayvan modellerinde leptin saliniminin bozulmasi
sonucu obezitede artig

Dermal komplikasyonlar

klastojenik,

Sodyum sorbat

Mutajenik etki

Kalsiyum propiyonat Cocuklarda irritabilite,  dikkatsizlik,  uyku
bozukluklari
Nitritler Kanserojen etki
Parabenler Erkek iireme hiicrelerinde azalma
Kadinlarda meme kanseri riskinde artig
Siilfitler Deri ve respiratuar sistem duyarliligi (dermatit,

tirtiker, bronkokonstriksiyon, anaflaksi), karin
agrisi, diyare,

Biitile hidroksianisol
(BHA) ve
Biitile hidroksitoluen
(BHT)

Kanserojen etki

Renklendiriciler

Tartrazin

DNA'ya baglanma kapasitesi yiiksek
Insan lenfositlerinde toksik etki
Primer safra sirozu riskinde artis
Lipid peroksidasyonunda artig

Sunset yellow

Hayvanlarda genotoksik etki - yavrularda hafiza
ve 0grenme gii¢ligi
Immiinomodiilatdr ve ksenodstrojenik etki

Allura red Yavru ratlarda 6grenme ve hafiza iizerine olumsuz
etki
Kolon hasari

Amarant Kanserojen etki

Ratlarda kolon hasari
Insan lenfositlerinde genotoksik etki

Kinolin saris1

Urtiker, astim, kasinti, hiperaktivite

Eritrosin Cocuklarda davramig bozukluklar1 ve tiroit
disfonksiyonu
Insan lenfositlerinde genotoksisite
DNA yapisinda bozulma
Fare testislerinde toksisite ve farelerde davranig
bozuklugu

Tatlandiricilar Sakarin Farelerde viicut agirlig1 artisi

Neoplazm riskinde artig

Siklamat Fetal gelisimde retardasyon
Rat fetiislerinin egzokrin pankreasinda hipertrofi
Genetik olarak yatkin bireylerde kanserojen etki

Aspartam Ratlarda  hepatoselliller ~ hasar,  karaciger

antioksidan seviyesinde degisim ve davranis
degisikligi

Bazi kosullarda (yliksek sicaklik ve bazik ortam)
kanserojen etki

26




Cizelge 1.3. Devam: Baz1 gida katki maddeleri ve bu katki maddelerine iliskin rapor edilen saglik
sorunlar1 (Carocho vd., 2014)

Gida katki Gida Katki Maddesi Rapor Edilen Saghk Etkisi
maddesi siifi
Aroma arttiricilar MSG Insan  ve  hayvan  modellerinde  lipid

peroksidasyonunu uyarici etki

Farelerde sinaptik plastisiteyi bozucu etki
Sican oositlerinde olumsuz etki

Insanlarda viicut agirhk artigt

Emiilgatorler Polisorbat Noronlarda ve bazi hiicrelerde sitotoksik etki
Oksidatif stres duyarliliginda artis

Son donemde bagirsak mikrobiyotasina yonelik ¢alismalarin artmasiyla birlikte, gida
katki maddelerinin bagirsak mikrobiyotasi tizerindeki olasi etkileri de aragtirmacilar tarafindan
incelenmeye baslanmistir. Bagirsak mikrobiyotasinin genel saglik {izerindeki etkilerine
yonelik giiclii kanitlar, katki maddelerinin, mikrobiyota {izerinden saglik tizerinde olumsuz bir
etki yaratip yaratmayacagi sorusunu giindeme getirmistir. Elde edilen veriler, baz1 gida katki
maddelerinin, bagirsak mikrobiyotasinda bakteriyel cesitliligi ve faydali suslarin nispi
miktarin1 azaltarak disbiyozis olusturabilecegine isaret etmektedir (Cao vd., 2020; Gultekin
vd., 2020; Laudisi vd., 2019). Ancak bu sonuglarin genel saglik iizerine etkilerinin

yorumlanabilmesi i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Gida katkir maddelerine iligkin bildirilen olumsuz saglik etkileri tartismali olmasina
karsin, bilimsel otoriteler, diizenli araliklarla giincel ¢calismalarin sonuglarini inceleyerek gida
katki maddelerinin kullaniminin giivenilirligini ve ADI miktarlarini tekrar degerlendirmeye
almaktadir (EFSA, 2008). Bilimsel otoritelerin hali hazirda kullanimda olan gida katki
maddelerine iliskin bilimsel goriigleri, bu katki maddelerinin bagirsak mikrobiyotasi
tizerindeki olasi etkilerine yonelik degerlendirmeleri igermemektedir. Ancak ileri donemlerde,
bagirsak mikrobiyotasina iliskin genel bilgi birikiminin artmasiyla, bu verilerin de gida katki

maddelerinin giivenilirliginin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi ongoriilmektedir.

1.2.3. Tartrazin

Renklendiriciler grubu altinda siniflandirilan ve endiistride esas olarak gida boyasi
olarak kullanilan tartrazin, limon saris1 renginde bir azo boyadir. Avrupa Birligi tarafindan
yapilan gida katki maddeleri kodlama sistemine gore E102 olarak adlandirilir. Literatiirde, FD
& C Yellow No. 5 ve CI Food Yellow 4 isimleri ile de tanimlanabilmektedir. Tiim diinyada

yaygin olarak kullanilan tartrazin, basta sar1 renk vermek iizere kullanilmakla birlikte, ¢esitli
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yesil tonlar1 Giretmek igin Brilliant Blue FCF (FD&C Blue 1, E133) veya Green S (E142) ile
beraber de kullanilabilmektedir. Yaygin kullanildig1 yiyecek ve igecekler arasinda alkolli ve
alkolsiiz igecekler, cips, hazir puding, bal, tursu, sakiz, hardal, jelatin, soslar ve unlu mamiiller

sayilabilir. Bununla birlikte sivi sabun, losyon, el temizleme jeli, parfiim, oje ve sampuanlarda
da bulunabilmektedir (Amin ve Al-Shehri, 2018).

Tartrazinin besinlerde kullanimi i¢in izin verilen miktarlar, AB mevzuatinda
tanimlanmustir. Buna gore tartrazinin, yiyeceklerde maksimum 50 ila 500 mg/kg besin, alkollii
iceceklerde maksimum 200 mg/L ve alkolsiiz igeceklerde 100 mg/L'ye kadar kullanimina izin
verilmektedir. Besinlerde rapor edilen maksimum kullanim miktarlar ise, ¢ogunlukla izin
verilen maksimum dozun altindadir. Avrupa Birligi Yiyecek ve Icecek Endiistrileri
Federasyonu raporuna gore, yiyeceklerde rapor edilen maksimum tartrazin miktari 10 ila 500
mg/kg, alkolsiiz iceceklerde rapor edilen maksimum tartrazin miktari 1 ila 20 mg/L, alkollii
igeceklerde rapor edilen maksimum tartrazin miktar1 ise 0 ila 100 mg/L’dir (EFSA, 2009). izin
verilen maksimum dozlar ve rapor edilen maksimum dozlara iliskin 6zet bilgi Cizelge 1.4°te

verilmistir.
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Cizelge 1.4. Yiyecek ve iceceklerde maksimum izin verilen ve rapor edilen tartrazin miktarlar

(EFSA, 2009)

Maksimum izin
verilen miktarlar

Maksimum rapor
edilen miktarlar

(mg/L veya mg/kg) (mg/L veya mg/kg)
icecekler
Aromali alkolsiiz igecekler 20
Amerikano 100 100
Soda 100
Sivi gida takviyeleri/diyet entegratorleri 50
Alkollii igecekler 100
Aromalandirilmig saraplar, aromalandirilmis, sarap
temelli igecekler, aromalandirilmis, sarap temelli 200 200
kokteyller
Meyve saraplari, elma sarabi, armut sarabi 1
Yiyecekler
Giinliik gida alimini veya tek bir 6gtini
tamamlamay1 amaglayan kilo kontroliine yonelik
formulalar 50 50
T1bbi gozetim altinda kullanilan formulalar ve
besin takviyeleri
Corbalar
Cesnili islenmis peynirler 30
Balik ve diger kabuklu deniz iiriinlerinin ezmeleri 100
Tiitsiilenmis balik 100
Tuzlu atistirmalik tiriinler ve tuzlu kaplamali 100 50
kuruyemisler
Bitkisel proteine dayali et ve balik analoglar: 100
Islenmis bezelye piiresi (konserve) 50
Yenilebilir buzlar 150 20
Aromals siit {iriinleri de dahil tathlar 10
Unlu mamuller 30
Sekerlenmis meyve ve sebzeler 200 50
Kirmizi meyve konserveleri 50
Cekilmis tuzlu atistirmalik iiriinler 50
Pisirmeye hazir kabuklu deniz iiriinleri 250 250
Sekerlemeler 220
Hardal 300 300
Balik yumurtasi 300
Kati gida takviyeleri/diyet entegratorleri 50
Dekorasyon ve kaplama iiriinleri 180
Soslar, ¢esniler, tursular, Hint tursusu 500 425
Somon ikameleri 500
Surimi 500
Yenilebilir peynir kabugu ve yenilebilir kiliflar Quantum satis 30
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Tartrazin daha 6nce, Avrupa Birligi Bilimsel Gida Komitesi (SCF) tarafindan 1975 ve
1984 yillarinda ve JECFA tarafindan 1966 yilinda degerlendirilmistir. Her iki komite, tartrazin
i¢in 0-7,5 mg/kg viicut agirhigi/giin ADI dozu belirlemistir. iki bin dokuz yilinda EFSA
tarafindan yapilan yeniden degerlendirmede de ADI olarak 7,5 mg/kg viicut agirligi/giin
diizeyinin kullanilmaya devam edilmesi uygun goriilmiistiir. Bu degerlendirme raporunda
sunulan verilere gore, AB {lilkelerinde diyetle tahmini tartrazin alim diizeyinin, besin tiiketim
kayitlarini esas alan hesaplama yontemlerine gore ADI dozunun altinda kaldigi bildirilmistir.
Maksimum izin verilen dozlar kullanilarak tahmini tiiketim tizerinden hesap edilen ham
tiilketim tahminine gore, yetiskinlerde tartrazin alimi 8,1 mg/kg viicut agirligi/giin, 18 yas altt
bireylerde ise 13,1 mg/kg viicut agirhigi/giine denk gelmektedir. AB iilkelerinde daha énceden
yapilan besin tiikketim arastirmalarinin verileriyle, tartrazin i¢in belirlenen maksimum izin
verilen dozlar kullanilarak yapilan hesaba gore, yetiskinlerde ortalama tartrazin alimi 0,9
mg/kg viicut agirligi/giin, 1-10 yas arasi ¢ocuklarda ise ortalama 0,8-3,4 mg/kg viicut
agirhigl/giin diizeyindedir. Bu hesaplama yontemine gore yetiskinlerde, 95. persentil igin
tiketim miktar1 2,1 mg/kg viicut agirhgi/giine, ¢ocuklarda ise 0,8-9,4 mg/kg viicut
agirhigi/giine ¢ikabilmektedir. Besin tiiketim arastirmalarinin verileriyle, tartrazin igin
maksimum rapor edilen dozlar kullanilarak yapilan hesaba gore ise yetiskinlerde ortalama
tartrazin alimi 0,3 mg/kg viicut agirh@i/giin, 1-10 yas aras1 ¢ocuklarda ise ortalama 0,2-1,9
mg/kg viicut agirhgi/giin diizeyindedir. Yetiskinlerde, 95. persentil i¢in tiikketim miktar1 0,5
mg/kg viicut agirligi/giine, cocuklarda ise 0,4-7,3 mg/kg viicut agirligi/giine ¢ikabilmektedir.
Besinlerde rapor edilen maksimum tartrazin dozlar: dikkate alinarak hesaplama yapildiginda,
diyetteki en yaygin tartrazin kaynaklari sirasi ile alkolsiiz i¢ecekler (%11 ila 38), soslar,
baharatlar (6rn. kori tozu, tandir), tursular, ¢esniler, Hint tursusu (%10 ila 75), sekerlemeler
ve unlu mamuller (6rn. biskiivi, kek, gofret) (%12 ila 32) olarak rapor edilmistir. Aromalr siit
tirtinleri de dahil olmak tizere tatlilar, 4 tilkede toplam maruziyetin %14 ila 26'sin1, surimi ise

3 tilkede toplam maruziyetin %11 ila 17'sini olusturmustur (EFSA, 2009).

Tartrazinin besinlerde yasal diizenlemeler c¢ergevesinde kullaniminin haricinde,
Avrupa Komisyonu Gida ve Yem Hizli Uyar1 Sistemi’ne (Rapid Alert System for Food and
Feed - RASFF) bildirilen yasadis1 kullanim verileri de mevcuttur. Buna gore veriler, 2004 —
2022 yillar igerisinde yapilan toplam 172 tespitte, 43 adet izin verilenden fazla, 129 adet ise
izinsiz veya bildirilmemis tartrazin kullammmina isaret etmektedir. Her ne kadar RASFF,
yapilan bildirimlere miiteakip, hizlica aksiyon alarak ilgili tiriinler igin gerekli diizenlemeleri
gerceklestirse de, yillar iginde yapilan bildirimler, yasa dis1 kullanimla birlikte tartrazin
maruziyetinin, tahmin edilenin {izerinde olabilecegine isaret etmektedir (RASFF, 2021, 2023).
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Ulkemizde ise, tartrazin maruziyetine iliskin bir calisma bulunmamaktadir ve bu

alanda yapilacak giincel ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.2.3.1. Viicutta Tartrazin Metabolizmasi

Oral yolla viicuda alinan tartrazinin emilimi ihmal edilebilir derecede diistiktiir (<%5)
ve agirlikli olarak idrarla degismeden atilir. Oral alim sonrasi tartrazin, gastrointestinal
mikroflora tarafindan siilfanilik asit ve aminopirazalona metabolize edilir. Aminopirazalon
daha sonra siilfanilik asit ve a-amino-f-ketobiitirik asite kadar pargalanabilir. Tartrazine
kiyasla, hem siilfanilik asitin hem de aminopirazalonun, biiyiik kism1 geri emilebilir. Sigan ve
insan ¢alismalari, tartrazin ve metabolitlerinin geri emilim ve idrarla atim yiizdelerinin, bu iki
tiir i¢in benzer olduguna isaret etmektedir. Bu veriler tartrazin arastirmalarinda, siganin insan
icin uygun bir metabolik model oldugunu ve si¢anlardaki kapsamli metabolizma gz 6niine
alindiginda, mikrofloral metabolitlere maruziyetin insan ile benzer diizeyde olabilecegini
gostermektedir (EFSA, 2009).

1.2.3.2. Tartrazinle iliskilendirilen Saghk Sorunlari

EFSA tarafindan 2009 yilinda yayimlanan ve bu tarihe kadar tartrazin ve saglik etkileri
tizerine yapilan ¢aligmalari derleyen yeniden degerlendirme raporuna gore, 0-7,5 mg/kg viicut
agirhigt ADI dozunda tartrazin tiiketiminin saglik iizerinde olumsuz bir etki yaratmayacagi
belirtilmistir (EFSA, 2009). Bu tarihten sonra yayimlanan c¢alismalar da genellikle diyetle
alimin izerine ¢ikan yiiksek doz tiiketimin saglik riskleri {izerine yogunlagsmaktadir. Bu
baglamda, yiiksek miktarda tartrazin tiiketimiyle iligkilendirilen risklerden biri, tartrazinin
dstrojen reseptorlerini aktive etme (ksenodstrojen) kabiliyetinden ileri gelmektedir. Ostrojenin
kolestatik etkisi sebebiyle, tartrazinin kronik alimmin, postmenopozal kadinlarda, primer
biliyer siroz riskini artirabileceginden siiphelenilmektedir (Axon vd., 2012). Ancak, bu

maruziyet seviyesine, sadece besin tiiketimi ile ulagilmasi olas1 degildir.

Tartrazinle ilgili en sik bildirilen saglik risklerinden bir digeri de tartrazinin DNA’ya
yiiksek baglanma kapasitesiyle iligkilendirilmektedir. DNA’ya baglanma kapasitesine yonelik
girdi saglayan Kardes Kromatid Degisimleri Analizi, Proliferasyon Hiz1 Indeksi ve Mitotik
Indeks’in degerlendirildigi hiicre calismalari, tartrazinin insan lenfositlerine zarar verme ve
dogrudan DNA'ya baglanma (sitotoksik etki) yetenegi nedeni ile toksik potansiyeli

olabilecegini vurgulamaktadir (Mpountoukas vd., 2010). Bununla birlikte tartrazinin, ancak
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0,25 ila 64,0 mM dozlarinda genotoksisiteye sebep olabilecegi bildirilmistir (Soares vd.,
2015). Bu veriler, tartrazinin ¢ok yiiksek dozlarda veya kiimiilatif maruziyette karsinogenezi

tetikleyebilecegine igaret etmektedir. Yine de, bu durumla karsilagilmasi pek olasi degildir.

Tartrazinin insan ve s1g1r serum albiiminine baglanma ve bu proteinlerle bir kompleks
olusturma yetenegine sahip oldugunu ve potansiyel olarak fizyolojik islevlerini sinirladigini
gosteren raporlar da mevcuttur (Masone ve Chanforan, 2015). Ancak, tartrazinin emilim
oraninin ¢ok diisiik olmast (<%5) sebebiyle, in vivo diizeyde bu baglanma, muhtemelen
onemli bir rol oynamamaktadir. Bununla birlikte, yiiksek maruziyet durumunda veya
tartrazinin, plazma proteinlerine baglanabilen diger renklendiriciler veya ilaglarla birlikte

kullanimu halinde bu etki, kayda deger olabilir.

Yiksek dozda tartrazin maruziyetiyle iligkili bildirilen bir diger saglik riski ise
norotoksisitedir. Otuz giin boyunca 125-500 mg/kg doz araliginda uygulanan tartrazinin, hem
farelerde hem de siganlarda doza bagl bir sekilde norotoksisiteye ve 6grenme ve hafizada
eksikliklere neden olabilecegi bildirilmistir. Histopatolojik incelemelerin sonuglari, bu saglik
risklerinin, lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin tretimindeki artis ile endojen
antioksidan enzimlerin inhibisyonuna atfedilebilecegini vurgulamaktadir (Gao vd., 2011).
Bununla birlikte, insanlarda 125-500 mg/kg araligindaki bir dozun diyetle alinma olasiligi ¢ok
diigiiktiir.

Tartrazinin de i¢inde bulundugu renklendiriciler grubunun, DEHB gelisimiyle de
iliskilendirilebilecegine dair birtakim veriler paylasilmistir (Vojdani ve Vojdani, 2015).
Yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda, DEHB ve renklendiriciler arasindaki iliskiye yonelik
net bir kanit sunulmamuis, ancak belirli gruplarin, besinlerdeki renklendiricilere karsi daha
hassas olabilecegi bildirilmistir (Schab ve Trinh, 2004). iki bin yedi yilinda yapilan genis
Olcekli bir klinik calismada ise, farkli sentetik renklendiricileri bir arada igeren iki farkli
karigimimin (1- Sunset Yellow, Azorubin, Tartrazine, Ponzo 4R ve 2- Sunset Yellow,
Azorubin, Kinolin sarisi, Allura Red) g¢ocuklarda DEHB gelisimi tizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Renklendirici dozlari, ii¢ yas grubu ¢ocuklar i¢in 56 g'lik bir poset sekerde
bulunabilecek miktar ve 8-9 yas grubu ¢ocuklar igin iki poset sekerde bulunabilecek miktara
benzer olacak sekilde belirlenmistir. Sonuglar, renklendirici alimi ile DEHB gelisimi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki rapor etmistir (McCann vd., 2007). Ancak EFSA Paneli
tarafindan yayimlanan raporda da belirtildigi lizere, ¢alismada tiim renklendiricilerin bir arada

incelenmesi; DEHB tanmimlanmasinda kullanilan yontemin gegerliliginin dogrulanmamis
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olmasi; 6rneklem biiyiikliigiiniin kiiglik olmasi; doz ve etki arasindaki iligki hakkinda bilgi yer
almamasi ve renklendiricilerin tiikketimine bagli davramis degisikliklerinin indiiklenmesinde
olas1 biyolojik mekanizmaya dair bir dnerinin mevcut olmamast gibi siirliliklardan otiird,
tartrazin i¢in ADI'nin revize edilmesine gerek olmadigi sonucuna varilmistir (EFSA, 2009).
Daha giincel bir meta analizde de, yine yetersiz sayida denekten elde edilen degisken sonuglar
nedeni ile DEHB ve renklendiriciler arasindaki iliskiye yonelik yeterince gii¢lii bir kanit
sunulmamakla birlikte, DEHB'li ¢ocuklarin yaklasik %8'inin diyetteki renklendirici miktarini
sinirlandirmasi durumunda klinik sonuglarimin iyilestigi bildirilmistir (Nigg vd., 2012). Bu
verilere dayanarak, FDA, ilgili ¢alismalarin detaylandirilmasi ve bu fenomenin alt gruplarda

ayrintili analizinin yapilmasinin gerekli oldugunu diisiinmektedir (Cheeseman, 2012).

Son olarak, net bir biyolojik mekanizma ortaya konulamamasina karsin tartrazinin,
duyarli bireylerde {irtiker, astim ve gastrointestinal rahatsizliklarla iliskilendirilebilecegi
bildirilmistir (EIhkim vd., 2007). Baz1 hassas gruplarda, tartrazin kullanimi, diisiik bir oranda
da olsa iirtiker, atopik dermatit veya hiperkinezi ile sonuglanmustir (Nettis vd., 2003). Bununla
birlikte, astim1 olan bireylerde tartrazin alimiyla birlikte astim semptomlarinin agiga ¢ikmasi
arasinda pozitif bir iligki olabilecegi rapor edilmistir. Ancak, diyetten tartrazinin ¢ikarilmasi,

hastalarda astimla ilgili pozitif bir gelisme saglamamistir (Ardern vd., 2009).

Bildirilen tiim bu saglik risklerinden (alerji, astim, deri dokiintiileri, hiperaktivite ve
migren) Otiirdi, tartrazinin Norve¢ ve Avusturya'da kullanimi kisitlanmistir (Ramesh ve
Muthuraman, 2018). Diger Avrupa Birligi tiyesi iilkeler ve Amerika’da ise tartrazin

kullaniminin kisitlanmasina iliskin yasal bir mevzuat bulunmamaktadir.

1.2.3.3. Tartrazin ve Bagirsak Mikrobiyotas1 Arasindaki Tliski

Bilindigi kadar ile giincel literatiirde, tartrazin ve bagirsak mikrobiyotas1 arasindaki
iliskiyi degerlendiren yalnizca bir calisma mevcuttur. Sifir, 1,4 mg/kg-viicut agirligi/giin, 5,5
mg/kg-viicut agirligi/giin ve 10 mg/kg-viicut agirligi/giin tartrazin alan sazan baliklariin diski
ornekleri kullamlarak yapilan analizin sonuglarina gore, tartrazin tiikketimi, bagirsak
mikrobiyotasinda sube ve sinif diizeyinde birtakim degisikliklere sebep olabilmektedir. Buna
gore, tartrazin tiikketimi, sube bazinda Proteobacteria ve Actinobacteriota'da anlamli bir artisla
iliskilendirilirken; Planctomycetota ve Fusobacteriota'da ise onemli bir azalmaya neden
olmustur. Bununla birlikte, tartrazin alan gruplarda bazi probiyotiklerin (6rn. Roseomonas,

Rhodococcus ve Bacillus) nispi orami azalirken, bazi patojen mikroorganizmalarin (6rn.
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Bdellovibrio ve Shewanella) nispi oraninda 6nemli bir artis meydana gelmistir. Ek olarak,
SCFA iireten bakterilerin (Bacteroides ve Clostridium_sensu_stricto_1) nispi orani, tartrazin

tilketimi ile birlikte dnemli dl¢iide azalmistir (Wu vd., 2021).

Wu ve arkadaslarinin ¢alismasi (2021), tartrazinin, ADI dozuna benzer diisiik dozlarda
dahi bagirsak mikrobiyotasinda disbiyozise sebep olabilecegine isaret etmektedir. Tartrazinin,
cogunlukla bagirsak mikrobiyotasindaki bakterilerce metabolize edilmesi sebebiyle,
mikrobiyota iizerinde farklilik yaratmasi, beklenilen bir etkidir. Sazan baliklarinda yapilan
calisma da bu hipotezi dogrulamaktadir. Ancak, insanlarda tartrazinin bagirsak mikrobiyotasi

iizerinde nasil bir etki yarattig1 heniiz bilinmemektedir.

Yukarida belirtilen literatiir incelemesi 1s1ginda, pubertal dénemde tartrazinin
mikrobiyotada yarattigi etki heniiz aydinlatilmamis bir konudur. Bu tez arastirmasi
kapsaminda, insana en yakin metabolik modellerden biri olarak kabul edilen sicanlarda,
peripubertal donemden yetiskin ¢agin basina kadar ADI dozunda tartrazin alimmin bagirsak
mikrobiyotast tizerindeki etkisinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Elde edilecek sonuglar ile
tartrazin alimiyla birlikte mikrobiyotada meydana gelen degisiklikler ve iliskili olabilecek
hastaliklarin tanimlanmasma yonelik ileride yapilacak arastirmalarin Oniiniin agilmasi

amaglanmugtir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arastirmanin Yeri, Zamanm ve Orneklem Secimi

Erken donemde tartrazine maruziyetin bagirsak mikrobiyotast {izerine etkilerini
incelemek tizere, 16 erkek, 16 disi toplam 32 adet 6 haftalik Wistar Albino sigan, Subat 2023’te
Ankara Universitesi Deney Hayvanlar1 ve Arastirma Laboratuvarindan temin edilmis ve deney
stiresi boyunca (12 hafta) hayvanlar ayn1 laboratuvarda takip edilmistir. Hayvanlardan alinan
numuneler, analiz giiniine kadar muhafaza edilmek iizere Atilim Universitesi’ne tasinmis ve

Mart 2023 — Haziran 2023 tarihleri arasinda Atilm Universitesi’nde analiz edilmistir.

Calisma ornekleminin se¢iminde asagidaki faktorler g6z 6niinde bulundurulmustur;

1) Tiir segimi: Insana en yakin metabolik modellerden biri olarak kabul edilmesi,
takibinin kolay olmasi ve diskilama sikliginin fazla olmasi sebebiyle ¢alisma, sicanlar tizerinde

tasarlanmugtir.

2) Cinsiyet secimi: Beslenme diizenleri arasinda arastirmanin sonuglarini etkileyecek bir
fark olusturmamasi sebebiyle disi ve erkek siganlarin ¢alisma kapsaminda birlikte incelenmesi
uygun goriilmistir. Bununla birlikte, cinsiyet hormonlarinin mikrobiyota {izerine olasi
etkilerini elimine edebilmek amaciyla cinsiyete 6zgii degerlendirme, ayrica yapilmistir (Kim
vd., 2020).

3) Yas araligi: Insanlarda, anne siitiinden tamamen kesilmeyle birlikte, cogu tartrazin
iceren hazir gida (alkolsiiz icecekler, cips, hazir puding, bal, tursu, sakiz, hardal, jelatin ve
firmlanmus triinler vb.) diyet oriintiisiine dahil olabilmektedir. Adolesan donemle birlikte ise
¢ogu islenmis besin, toplam enerji aliminin 6nemli paydaslarindan biri haline gelebilmektedir
(Costa vd., 2018). Sicanlarda adolesan doneme denk gelecek bir yas araligi (6 hafta) secilerek
(Sengupta, 2013), maruziyetin, yasam donemi boyunca insanlarla 6zdes donemlere denk

getirilmesi hedeflenmistir.

4) Hayvan sayisi: Deney siiresinin uzunlugu ve yapilacak miidahalenin hayvanlarin
saglig1 iizerine olas1 olumsuz etkileri goz ontinde bulundurularak benzer dizayna sahip baska
bir ¢alisma Ornegi 1s1ginda (EI-Desoky vd., 2017) hayvan sayisinin kontrol ve miidahale
gruplari i¢in 16’sar hayvandan (miidahale grubu i¢in 8 erkek, 8 disi; kontrol grubu i¢in 8 erkek,

8 disi) toplam 32 olmasina karar verilmistir.

35



2.2. Arastirmanin Genel Plani

Ankara Universitesi Deney Hayvanlar1 ve Arastirma Laboratuvarindan temin edilen 6
haftalik 32 adet Wistar albino sigan, miidahale ve kontrol grubu olarak ikiye ayrilmuistir.
Miidahale grubunun igme suyuna, kontrol grubundan farkli olarak ADI diizeyinde
(7,5 mg/kg viicut agirligi/giin) tartrazin ilave edilmistir. Baslangi¢ noktasinda (T0) kuyruk
boyama yontemiyle bireysel olarak tanimlanan siganlardan, TO aninda ve takip eden 12 hafta

boyunca, haftanin ayni giiniine denk gelecek sekilde diski 6rnekleri toplanmaistir.

Fekal mikrobiyota kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla 6ncelikle siganlardan
toplanan numunelerde, DNA ekstraksiyon prosediirii uygulanarak diski 6rneklerindeki bakteri
hiicreleri par¢alanmig ve DNA izole edilmistir. Sonrasinda ise Illumina 16S Metagenomik
dizileme kitapligi hazirlama kilavuzunda belirtilen basamaklar takip edilerek, bakterilerin,
siklikla filogenetik siniflandirmada kullanilan V3/V4 ribozomal RNA bélgesi dizilenmistir
(IMumina Inc, 2013). Elde edilen veriler, 16S Metagenomik analizi basespace Siiriim: 1.1.0
yazilimi (Illumina) kullanilarak analiz edilmistir. Aragtirma planina iliskin akis semas1 Sekil

2.1°de 6zetlenmistir.

Arastirma Srneklemi, yeri ve plan1 Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 13.04.2022 tarihli ve 2022-8-80 sayili karariyla (EK 1) onaylanmistir. Caligma
planinin 6ngoriilen tarihten daha ileri bir tarihte baglamas1 nedeni ile ayni1 etik kurula tekrar
basvuru yapilarak uzatma talebinde bulunulmus ve etik kurulun 05.04.2023 tarihli ve 2023-7-

63 sayili karariyla (Ek 2) ¢alisma siiresi uzatilmustir.
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2.3. Verilerin Toplanmasi ve Degerlendirilmesi

Verilerin toplanmasi ve degerlendirilmesine iligkin prosediirler asagidaki

boliimlerde detaylandirilmustir.
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2.3.1. Sicanlarin Biiyiitiilmesi, Diyet Uygulanmasi, Diski Orneklerinin

Toplanmasi, Hayvanlarin Sakrifiye Edilmesi ve Doku Orneklerinin Ahnmasi

Alt1 haftalikken alinan siganlar, 12 hafta siiresince yaklasik %60 bagil nem 12 saat
karanlik/aydmlik dongiisii ile 22°C’de takip edilmistir. Hayvanlar baslangicta sekizerli olarak
toplam dort kafese (kontrol-disi, kontrol-erkek, miidahale-disi, miidahale-erkek) dagitilmustir.
Hayvanlarin ayirt edilebilmesine olanak saglamak amaciyla her hayvanin kuyrugu, siyah,
mavi ve kirmizi kalemler kullanilarak farkli sayida halkalarla isaretlenmistir. Deneyin
dordiincii haftasindan itibaren, hayvanlarin biiylimesi ve her hayvan i¢in kafeste yeterli alan
kalmamas1 gerekgesiyle, tiim kafeslerde dort hayvan olacak sekilde kafesler ikiye ayrilmis ve
hayvanlar 4 kontrol, 4 miidahale olmak iizere toplam sekiz kafeste takip edilmistir.

Tim hayvanlar, standart pellet diyeti ile beslenmis, miidahale grubunun sularina
kontrol grubundan farkli olarak giinliik 7,5 mg/kg viicut agirligina denk gelecek miktarda
tartrazin ilave edilmistir. Hayvanlara su ve yem ad libitum sunulmus, igme sular glinliik olarak
yenilenmistir. Giinliik su degisimleri esnasinda her kafesin sulugunda kalan artik sular,
kafeslere 6zel hazirlanmis ayr1 bidonlarda biriktirilmistir (Sekil 2.2). Hayvanlarin ortalama su
tilketimleri kafeslere 6zel bidonlarda biriken sularin haftalik olarak Olgiilmesiyle takip

edilmistir.

Sekil 2.2. Kafeslere 6zel hazirlanan atik su bidonlar1

Tiim hayvanlarin viicut agirliklar1 haftalik olarak takip edilmistir. Viicut agirlig:
Ol¢iimleri, baglangi¢c noktasinda ve 12 hafta boyunca her hafta, haftanin ayni1 giiniine denk
gelecek sekilde digk1 6rneklerinin alinmasini takiben yapilmistir. Her kafesin haftalik ortalama

viicut agirligi verisi hesaplanmis ve haftalik su tiiketim verileriyle birlikte degerlendirilerek,
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her hafta kafeslere verilecek tartrazin miktar1 ortalama 7,5 mg/kg viicut agirligi ADI diizeyine

denk gelecek sekilde yeniden hesaplanmustir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Hayvanlarin haftalik viicut agirligi, su tiiketimi ve tartrazin alimlarina iliskin veriler

Sicanlarin 1 S}gailm 1 Sicana Verilen Tartrazin
Ortalama Giinliik Giinliik Ortal dozu (mg/k
KAFES HAFTA Viicut | Ortalama unluk Ortalama \My/kg
. et e . Tartrazin Miktari viicut
Agirhgr | Su Tiiketimi (mg) agirhig)

(kg) (mL) e

Tartrazin - Disi 1. HAFTA 0,084 29,25 0,55 6,53
Tartrazin - Erkek 0,089 31,75 0,60 6,69
Tartrazin - Disi 2 HAFTA 0,103 34,875 0,65 6,35
Tartrazin - Erkek 0,115 38,25 0,72 6,24
Tartrazin - Disi 3 HAFTA 0,123 33,875 0,79 6,43
Tartrazin - Erkek 0,138 38,25 0,89 6,47
Tartrazin - Disi 4 HAETA 0,141 38,875 1,04 7,35
Tartrazin - Erkek 0,167 42 1,12 6,71
Tartrazin - Disi 5 HAFTA 0,154 38,375 1,15 7,48
Tartrazin - Erkek 0,19 44,625 1,34 7,05
Tartrazin - Disi 6. HAETA 0,17 37,375 1,25 7,33
Tartrazin - Erkek 0,212 455 1,70 8,01
Tartrazin - Disi 7 HAETA 0,1825 33,75 1,17 6,41
Tartrazin - Erkek 0,235 42,8 1,60 6,80
Tartrazin - Disi 8 HAETA 0,1915 375 1,50 7,83
Tartrazin - Erkek 0,254 45,86 1,93 7,58
Tartrazin - Disi 9 HAETA 0,202 41,25 1,93 9,53
Tartrazin - Erkek 0,267 44,43 2,22 8,32
Tartrazin - Disi 10. HAFTA 0,211 38,375 2,05 9,70
Tartrazin - Erkek 0,274 46,29 2,62 9,57
Tartrazin - Disi 11 HAFTA 0,217 37,5 1,75 8,06
Tartrazin - Erkek 0,283 45,14 2,41 8,51
Tartrazin - Disi 12 HAFTA 0,22 42 1,96 8,91
Tartrazin - Erkek 0,29 52 2,60 8,97
Tartrazin - Disi 0,228 Ort. tartrazin dozu 7,66
Tartrazin - Erkek Kesim Oncesi 0,301 Ort. tartrazin dozu 7,58

Baslangi¢ noktasinda ve takip eden haftalar boyunca toplamda 13 kez, haftada bir giin,
tim hayvanlardan digki Ornekleri toplanmustir. Digki 6rnekleri, hayvanlar uygun tutma
pozisyonunda iken direk aniisten alinarak, dnceden sterilize edilmis 2 mL’lik Eppendorf
tiiplerde toplanmistir (Sekil 2.3). Digki 6rnekleri toplandiktan sonra tiipler, buz akiileri ile
strafor kaplar igerisinde Atilim Universitesi'ne transfer edilerek analiz giiniine kadar

saklanmak iizere -80°C’ye kaldirilmistir.
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Sekil 2.3. Digk1 6rneklerinin toplamasi

Deney siiresinin sonunda, hayvanlar anestezik ajan (ketamin + ksilazin) etkisi altinda

uyusturularak ve cerrahi sirasinda ekssanguinasyon islemiyle sakrifiye edilmistir.

2.3.2. Diski Orneklerinden DNA izolasyonu

Toplanan diski 6rnekleri igerisinden baslangi¢ (T0), 1. hafta (T1), 2. hafta (T2), 4.
hafta (T4), 8. hafta (T8) ve 12. haftaya (T12) ait numunelerden her kafesi temsilen birer erkek
ve disi hayvanin ornekleri secilerek (ayni hayvanlarin alt1 farkli zaman dilimindeki 6rnekleri
kullanilacak sekilde) organik metotla DNA ekstraksiyon prosediiri  (Liu vd., 2004)
uygulanmugtir. Prosediir uyarinca, tim Orneklere 500 pL 4mg/mL lizozim igeren 1XxTE
soliisyonu eklenmis ve drnekler, 37°C’lik su banyosunda bir gece inkiibasyona birakilmigtir.
Bakteriler, lizozimle 16-18 saat boyunca parcalandiktan sonra tiiplere, 10 mL 10 mg/mL
proteinaz K/dH,O ve 250 uL%10 SDS eklenmis ve tiipler, 56°C’lik su banyosunda 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. iki saatin sonunda, her tiipe, protein ve yag molekiillerini degrade
edebilmek amaciyla 1:1 hacme esdeger (yaklasik 750uL) 25:25 fenol:kloroform ¢ozeltisi ilave
edilerek, tiipler 15-20 kez ters-diiz edilmistir. Ornekler, 14000rpm’de 15 dakika santrifiij
edildikten sonra, DNA’y1 igeren en iistteki sulu faz, yeni steril tliplere aktarilmistir. Sulu
fazdaki DNA’y1 ¢oktiirmek amaciyla, her tiipe 150 pL 5M NaCl, pipetlenerek ilave edilmis
ve 1:1 hacme esdeger 2-propanolle karigtirilarak 14000rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Bu islem ile DNA, pellet olarak ¢oktiiriilmiis ve sonrasinda siipernatant kismi atilmustir.
Coktiirtilen DNA o6rnekleri, daha sonra, safsizliklarindan arindirilmak amaciyla iki sefer 750
uL %701k soguk etanol ile yikanmig ve 14000rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Yikama

islemi sonrasinda, alkol i¢eren siipernatant atilmis ve 6rnekler tamamen kurutulmak tizere 15-
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20 dakika 55°C’lik etiive konulmugtur. Tamamen kuruyan DNA 6rneklerine 50 pL ultra saf
su ilave edilmis ve Orneklerin su i¢inde tamamen ¢o6ziinebilmesi adina tiipler, yaklasik 10
dakika 55°C’lik etiivde bekletilmis ve sonrasinda QuickSpinn cihazinda 2-3 saniye

dondiirilmiistiir.

Izole haldeki DNA &6rneklerinde, ng/puL cinsinden miktar tayin edebilmek amaciyla
Nanodrop cihazi kullanilmistir. Tiim numunelerdeki DNA konsantrasyonlari, yeni nesil

dizilime analizlerinde kullanilabilmek tizere, 5 ng/uL’ye kadar ultra saf su ile diliie edilmistir.

2.3.3. Yeni Nesil Dizileme Teknigi ile Diski Orneklerindeki Bakteri

Kompozisyonunun Belirlenmesi

Bakteri topluluklarmi tanimlamak i¢cin NGS yontemi daha 6nce yayinlandig: sekilde
kullanilmigtir (Ersoy Omeroglu vd., 2021). 16S metabar kodlama kitapliginin hazirlanmasi,
Parga No. 15044223 Rev. B (lllumina Inc, 2013) dokiimaninda agiklandigi gibi
gergeklestirilmigtir. DNA izolasyonu sonunda, konsantrasyonu 5ng/uL’ye kadar seyreltilen
DNA orneklerinde, Illumina 16S Metagenomik dizileme kitapligi hazirlama kilavuzundaki
basamaklar takip edilerek, siras1 ile 1)Amplikon Polimeraz Zincir Rekasiyonu (PCR), 2)PCR
Clean-Up, 3)Index PCR, 4)PCR Clean-Up 2 ve 5)lllumina iSeq100 ile dizileme prosediirleri
yuritilmistir (IHlumina Inc, 2013).

1) Amplikon PCR: izole DNA &rneklerinde 16S V3/V4 ribozomal RNA gen bolgesini

¢ogaltmak iizere;

o F-primer
5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNG
GCWGCAG-3' ve

e R-primer
5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVG
GGTATCTAATCC-3' adaptor dizi primerleri kullanilmistir.

2,5 uL 5ng/uL DNA; 12 uL 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix ve 5’er pl adaptor dizi
primerleri ile steril tiiplerde birlestirilerek Bio-Rad CFX Connect Ger¢ek Zamanli PCR
cihazinda 95°C’de 3 dakika 6n 1sitma islemi sonrasi 25 tekrar denatiirasyon (95°C’de 30
saniye), baglanma (55°C’de 30 saniye) ve primer uzamasi (72°C’de 30 saniye) asamalari ile
amplifiye edilmistir (Sekil 2.4).
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Amplikon PCR prosediirii sonrasi, DNA &rneklerinin beklenen uzunluga (=550 baz
¢ifti) ulasip ulasmadigi, agaroz jel elektroforezi analizi ile kontrol edilmistir. Buna gére, DNA
ornekleri, %1,5 konsantrasyondaki agaroz jelde, 100 volt akimda yiiriitiilerek, miktar1 bilinen

referans DNA molekiilii ile kiyaslanmustir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction - PCR)

Cogaltilacak HHHH /
orjinal DNA 5 3 5 3 4 Fe
T — it
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@ Denatiirasyon 94-98°C
© Baglanma 37-65°C
©® vzama 72°C

Sekil 2.4. PCR protokoliiniin gorsel semasi

2) PCR Clean-Up: PCR sonras1 16S V3/V4 amplikonlarini serbest primer ve primer
dimerlerinden armndirmak amaciyla, DNA, AMPure XP boncuklari ile manyetik alanda

coktiiriilerek iki sefer %80°lik etanol ile yikanmustir.

3) Index PCR: 16S V3/V4 ribozomal gen bdlgesi gogaltilan &rnekleri, Illumina 6zgiin
dizileme adaptorleriyle birlestirerek birbirinden ayirt edebilmek amaciyla, 5 uL. DNA; 25 pl
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix, 10 pul ultra saf su, 5’er uLL Nextera Index Primer 1 (N7xx)
ve Nextera Index Primer 2 (S5xx) ile steril tiiplerde birlestirilerek Bio-Rad CFX Connect
Ger¢ek Zamanli PCR cihazinda 95°C’de 3 dakika on 1sitma islemi sonrasi 8 tekrar
denatiirasyon (95°C’de 30 saniye), baglanma (55°C’de 30 saniye) ve primer uzamasi (72°C’de

30 saniye) agamalari ile amplifiye edilmistir.

Index PCR prosediirii sonrasi, DNA &rneklerinin beklenen uzunluga (=630 baz ¢ifti)
ulasip ulasmadigi, agaroz jel elektroforezi analizi ile kontrol edilmistir. Buna gére, DNA
ornekleri, %1,5 konsantrasyondaki agaroz jelde, 100 volt akimda yliriitiilerek, miktar1 bilinen

referans DNA molekiilityle kiyaslanmistir.
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4) PCR Clean-Up 2: lllumina iSeq100 ile dizileme &ncesi, drnekleri, serbest primer
ve primer dimerlerinden arindirmak amaciyla, DNA, AMPure XP boncuklar ile manyetik

alanda coktiiriilerek iki sefer %80°’lik etanol ile yikanmustir.

Son asamadan 6nce, DNA Orneklerinin uzunlugunu tekrar teyit etmek ve serbest
primer ve primer dimerlerinin ortamdan temizlendiginden emin olabilmek adina tekrar agaroz

jel elektroforezi analizi yiirtitiilmiistiir.

5)Ilumina iSeql100 ile dizileme: Tiim 6rneklerden uygun hacimde gekilerek yeni bir
tiipte birlestirilmistir. Yeni bilesimin son konsantrasyonu, 35 pM olana kadar ultra saf su ile
seyreltme iglemi yapilmigtir. Seyreltilmis karma DNA ¢ozeltisine, 10 pL PhiX ilave edildikten
sonra, 20 uL PhiX - karma DNA karisimi, iSeq100 kartusuna yiiklenmistir. Kartus, iireticinin
talimatlarina uygun sekilde cihaza takilmis ve sekanslama sonuglarinin alinabilmesi igin

yaklasik 24 saat galigir vaziyette birakilmigtir.

2.4. Dizileme Sonuclarimin Biyoinformatik Analizi

Elde edilen ileri ve ters diziler, sube ve aile diizeyinde Greengenes2023 veritabani ile
Basespace (lllumina inc) yazilimi kullanilarak operasyonel taksonomik birim (OTU)
yaklasimiyla analiz edilmistir. Alfa ¢esitliligin hesaplanmasinda kullanilan bakterilerin nispi
oranlari, her taksonomik basamak i¢in bar grafikleri kullanilarak gorsellestirilmistir. Tiirler
arasindaki cesitlilige yonelik sayisal bilgi saglayan Shannon gesitlilik indeksi (H), [H = -
pi * In(pi)]* formiilii kullanilarak Microsoft Excel’de hesaplanmig (Ortiz-Burgos, 2016),
degerler arasindaki istatistiksel fark Hutcheson t-testi ile belirlenmistir (Hutcheson, 1970).
Farkli numunelerdeki mikrobiyal yapilarin benzerlik ve farkliliklari, temel bilesen ordinat
analizi (PCoA) yontemiyle, PAleontological STatistics (PAST) Yazilimu siiriim 4.06b paketi
(2021) kullanilarak elde edilmistir (Hammer vd., 2001).

1 pi=*9” tiiriiniin tiim bakteri tiirlerine oram
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3. BULGULAR

3.1. Sicanlarda Deney Siiresi (12 Hafta) Boyunca Agirhk Degisiminin

Degerlendirilmesi

Erkek ve disi siganlarin deney siiresi boyunca viicut agirliklarinda meydana gelen
degisimler Sekil 3.1°de Ozetlenmistir. Buna gdre, hem erkek hem disi sigan gruplarinda,
kafesleri temsilen secilen siganlarin viicut agirligi degisimleri, kafes ortalamasina paralel
ilerlemistir. Kontrol ve miidahale grubunda yer alan disi sicanlar, baslangi¢ noktasinda
yaklasik 100 gram agirliginda iken, deney sonunda yaklasik 245 grama kadar cikarak
agirliklarinin yaklagik iki buguk katina ulasmiglardir. Erkeklerde ise miidahale grubunda
baslangi¢ noktasi agirlig1 yaklasik 50 gram iken kontrol grubunda yaklasik 100 gram olarak
kaydedilmistir. Deney sonunda miidahale grubu yaklasik 300 grama ulasarak baslangig
agirhgmi tige katlarken, kontrol grubu yaklasik 250 grama ¢ikarak baslangic agirliginin bes
katina ¢ikmugtir. Verilere gore, tartrazin mithalesi disi siganlarda viicut agirligi iizerinde
potansiyel bir etki yaratmazken (p=0,645), erkek si¢anlarda agirlik artis oran1 iizerinde negatif
bir etkiye sebep olmustur (p<0,001).
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Sekil 3.1. Disi ve erkek si¢anlarin deney baslangicindan sonuna kadar haftalara gore (A) viicut agirligi degisimleri, (B) viicut agirlig: artislari, (C) viicut agirhgi artist

oranlari.
& *Mann Whitney U testi kullanilmistr.
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3.2. Sicanlarda Deney Siiresi Boyunca Diski Mikrobiyota Degisiminin

Degerlendirilmesi

Erkek ve disi sicanlardan toplanan digki numunelerinden elde edilen verilere gore
hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinda baslangi¢ noktasindan deney sonuna kadar en yaygin
goriilen filum, simif, takim, familya, cins ve tiirler, taksonomik siniflandirmaya gore Sekil
3.2’de Ozetlenmistir. Buna gore, gruplarda en yaygin goriilen filumlar; Proteobateria,
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Tenericutes ve Chloroflexi’dir.
En yaygin siniflar; Gammaproteobacteria, Clostridia, Bacilli, Bacteroidia, Actinobacteria,
Erysipelotrichi, Sphingobacteriia, Deltaproteobacteria ve Betaproteobacteria’dir. En yaygin
takimlar; Clostridiales, Enterobacteriales, Lactobacilliales, Bacteroidales, Bacilliales,
Erysipelotrichales, Bifidobacteriales, Sphingobacteriales, Actinomycetales  ve
Campylobacterales’dir. En yaygin familyalar; Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae,
Lachnospiraceae, Clostridiaceae, Veillonellaceae, Bacteroidaceae, Erysipelotrichaceae,
Bifidobacteriaeae, Prevotellacceae, Ruminococcaceae, Sphingobacteriaceae, Bacillaceae,
Paenibacillaceae, Staphylococcaceae ve Streptococccaceae’dir. En yaygin cinsler;
Escherichia, Lactobacillus, Blautia, Bacteroides, Veillonella, Bifidobacterium, Prevotella,
Allobaculum, Clostridium, Ruminococcus, Pediococcus, Alkaliphilus, Serratia, Olivibacter ve
Bacillus tur. En yaygin tiirler ise; Escherichia albertii, Veillonella criceti, Allobaculum
stercoricanis, Bifidobacterium choerinum, Serratia entomophila, Blautia coccoides,
Pediococcus argentinicus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus ultunensis, Alkaliphilus
crotonatoxidans, Paenibacillus cellulosilyticus, Parapreotella clara, Lactobacillus
hayakitensis, Ruminococcus callidus, Bacteroides sartorii, Lactobacillus antri,
Parapedobacter koreensis, Lactobacillus vaginalis, Ruminococcus albus ve Streptococcus

bovis’dir.
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3.2.1. Erkek Sicanlarda Diski Mikrobiyota Degisiminin Degerlendirilmesi

Kontrol ve miidahale grubunda yer alan erkek siganlarin digki numunelerinde, en
baskin filumlar Proteobacteria, Firmucutes ve Bacteroidetes olarak saptanmis, bu filumlari,
Actinobacteria ve Verrucomicrobia takip etmistir (Sekil 3.3-A/B). Kontrol grubunda,
baslangigtaki (TO) diski mikrobiyotasini, %65,7 Proteobacteria, %18,3 Firmicutes, %10,2
Bacteriodetes, %4,2 Actinobacteria ve %1,6 diger filumlar olustururken; miidahale grubunda,
TO anindaki digki mikrobiyotasim %45 Proteobacteria, %27,3 Firmicutes, %19,6
Bacteriodetes %6,3 Actinobacteria ve %1,8 diger filumlar olusturmaktadir. Bu oranlar,

siganlar yas aldik¢a 6nemli 6l¢iide degisim gostermistir.

Kontrol grubunda, Proteobacteria orani birinci haftanin sonunda (T1) azalma egilimi
gosterirken (%60,7), ikinci haftanin sonunda (T2), baslangi¢ seviyesine tekrar yaklagmustir
(%66,2). Dordiincti haftanin sonunda (T4) gozlemlenen disiisii (%57,1) sekizinci haftanin
sonundaki (T8) hizl: artis takip ederken (%72,6), deney sonunda (T12), Proteobacteria orani,
baglangic seviyesine tekrar yaklasmistir (%68,1). Midahale grubunda ise, Proteobacteria
orani, birinci ve ikinci haftanin sonunda artis gostermekle birlikte (sirasi ile %49,5 ve %71,3),
dordiincii ve sekizinci haftalarin sonunda diisme trendi géstermistir (sirasi ile %59,1 ve
%50,4). Deney sonunda ise, hizl1 bir yiikselisle %76 seviyesine gelerek, baglangi¢ seviyesinin

1,5 katindan fazlasina ulasmistir.

Firmicutes orani, kontrol grubunda dalgali bir seyir izlemistir; ilk haftanin sonundaki
artis1 (%27,6), ikinci haftanin sonundaki diisiis (%20,9) ve dordiincii haftanin sonundaki artig
takip etmistir (%28,1). Sekizinci haftanin sonunda tekrar diigme egilimi gosteren Firmicutes
orani (%18,6), deney sonunda %25,1 seviyesine ¢ikmis ve baslangi¢ noktasina gére bir miktar
artig gostermistir. Miidahale grubunda ise Firmicutes oraninda, ilk 4 hafta 6nemli bir degisim
gozlenmezken, sekizinci haftanin sonunda bir miktar artis meydana gelmistir (%35,1). Deney
sonunda ise, Firmicutes oran1 %13,4’e kadar inerek, baslangi¢ noktasindaki nispi ¢oklugunun

yarisindan azina diismiistiir.

Bacteroidetes orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda azalirken (%4,2), ikinci
haftanin sonunda tekrar yiikselise gecmis (%9,7) ve dordiincii haftaniin sonuna kadar sabit
kalmistir. Sekizinci haftanin bitisiyle birlikte azalma trendine giren (%5,8) Bacteroidetes
filumunun nispi ¢oklugu, deney sonunda, baslangi¢ seviyesinin yaklagik iicte birine kadar

diismiistiir (%3,3). Miidahale grubunda ise Bacteroidetes oraninda ilk haftanin sonunda hafif
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bir azalma gdzlemlenirken (%16), ikinci haftanin sonunda dramatik bir diisiis gerceklesmigtir
(%1). Bu noktadan sonra, kademli bir artis meydana gelmis olmasina karsin (siras1 ile %4,9
ve %11), deney sonunda, Bacteroidetes’in nispi ¢oklugu %7,8’e diismiis ve baslangig

noktasiyla kiyaslandiginda yaridan fazla azalmistir.

Actinobacteria oranlari ise, hem kontrol, hem de miidahale grubunda benzer bir trend
gdstermistir. iki grupta da, ilk haftanin sonunda, Actinobacteria oranlarinda dramatik bir diisiis
gergeklesmis (kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %1,3 ve %2), miidahale grubunda,
ikinci haftanin sonunda diisiis trendi devam ederken (%0,9), kontrol grubunda énemli bir
degisim meydana gelmemistir (%]1,4). Dordiincli haftanin sonunda ise, iki grupta da
Actinobacteria oranlarinda bir miktar artig goriiliirken (kontrol ve miidahale grubu igin sirasi
ile %3,1 ve %2,6), sekizinci haftanin sonunda, gruplarda tekrar bir diisiis gézlemlenmistir
(sirast ile %1,9 ve %1,9). Deney sonunda Actinobacteria’nin nispi ¢oklugu, iki grupta da T8

aninda kaydedilen degerden sapma gdstermemistir.

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek i¢in ana filumlarin
goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, kontrol grubuna ait 6rnekler (TO-2 —
T12-2), miidahale grubuna ait 6rneklere (T0-4 — T12-4) gore daha kiimeli bir dagihim
gostermistir (Sekil 3.3-C). Numuneler arasindaki benzerlikleri ve farkliliklari, azaltilmis
boyutlu bir alanda gorsellestiren PCoOA grafigindeki her nokta bir 6rnegi temsil etmekte ve
noktalar arasindaki mesafe, Orneklerin mikrobiyota kompozisyonlari arasindaki farkliligi
yansitmaktadir. Buna gore, filum seviyesinde, miidahale grubunun mikrobiyal
kompozisyonunda, kontrol grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler
meydana gelmistir. Ayrica miidahale grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler arasindaki
uzakligin, kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Bu farklilik, miidahale
grubunun mikrobiyotasinda, kontrol grubuna kiyasla, baglangi¢ noktasina gore deney sonunda

filumlar aras1 daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 3.3. Erkek siganlarda en fazla goriilen 7 filum. A) Kontrol grubundaki siganlarda zamana gore
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gore degisim C) Tiim erkek siganlarin Temel

Koordinat Analizi (PCoA).
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Kontrol ve miidahale grubunda yer alan erkek siganlarin digki numunelerinde, baskin
simiflar Gammaproteobacteria, Clostridia, Bacilli, Bacteroidia ve Actinobacteria olarak
saptanmuig, bu smuiflari, Erysipelotrichi ve Sphingobacteriia takip etmistir (Sekil3.4-A/B).
Kontrol grubunda, TO anindaki digki mikrobiyotasini, %48,8 Gammaproteobacteria, %16,3
Bacilli, %10,5 Bacteroidia, %8,5 Clostridia, %6 Actinobacteria ve %9,9 diger siniflar
olustururken; miidahale grubunda, TO anindaki digki mikrobiyotasint %24,6
Gammaproteobacteria, %18,6 Bacilli, %18,5 Bacteroidia, %11,2 Clostridia, %8,3
Actinobacteria, %6,4 Erysipelotrichi, %6,4 Sphingobacteriia ve %6 diger simiflar

olusturmaktadir. Bu oranlar, siganlar yas aldik¢a 6nemli 6l¢iide degisim gostermistir.

Kontrol grubunda, Gammaproteobacteria orani birinci hafta sonunda azalma egilimi
gosterirken (%41,5), ikinci haftanin sonunda, baslangic seviyesine tekrar yaklagmistir
(%49,1). Dordiincii haftanin sonunda gozlemlenen azalma egilimini (%41,7) sekizinci hafta
sonundaki artig takip ederken (%52,2), deney sonunda, Gammaproteobacteria orani, baglangi¢
seviyesine tekrar yaklagmustir (%45,5). Miidahale grubunda ise, Gammaproteobacteria orani,
birinci ve ikinci haftanin sonunda artis gostermekle birlikte (sirast ile %30,1 ve %53,6),
dordiincii ve sekizinci haftalarin sonunda diisme trendi gostermistir (siras1 ile %37,1 ve
%25,9). Deney sonunda ise, dramatik bir yiikselisle %58,9 seviyesine gelerek, baslangig

seviyesinin 2 katindan fazlasina ulagmustir.

Clostridia oranlari, deney siiresi boyunca, hem kontrol grubunda hem de miidahale
grubunda dalgali bir seyir izlemistir. Iki grupta da ilk haftanin sonundaki artis1 (kontrol ve
miidahale grubu igin sirasi ile %30,4 ve %22,6), ikinci haftanin sonunda bir disiis (sirast ile
%16,5 ve %15,5) ve dordiincii haftanin sonunda tekrar bir artis takip etmistir (sirasi ile %25
ve %18,3). Bununla birlikte, sekizinci hafta ve on ikinci haftada, kontrol grubunun Clostridia
oraninda azalma trendi gozlenirken (sirast ile %17,9 ve %15,9), miidahale grubundaki dalgali
seyir devam etmistir (sirast ile %33,8 ve %13,3). Baslangi¢ seviyeleriyle kiyaslandiginda,
deney sonunda Clostridia oranlari, kontrol grubunda yaklasik iki katina kadar ¢ikarken,

miidahale grubunda yalnizca hafif bir artis gézlemlenmistir.

Bacilli oranlar1 da Clostridia oranlarina benzer bir sekilde, hem kontrol hem de
miidahale grubunda dalgali bir seyir izlemistir. iki grupta da ilk haftanin sonundaki diisiisii
(kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %5,4 ve %14,8), ikinci haftanin sonunda bir artis
(swrastile %11,3 ve %21,5) ve dordiincii haftanin sonunda tekrar bir diigiis takip etmistir (sirasi

ile %9 ve %18,4). Bununla birlikte, sekizinci hafta ve on ikinci haftada, kontrol grubunun
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Bacilli oraninda kademeli bir artig gozlenirken (sirast ile %10,3 ve %23,1), miidahale
grubunda, kademeli bir diisiis gerceklesmistir (siras1 ile %14,3 ve %4,2). Baslangig
seviyeleriyle kiyaslandiginda, deney sonunda Bacilli oranlari, kontrol grubunda artarken,

miidahale grubunda yaklagik dortte birine kadar diismiistir.

Bacteroidia orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir diisiis
gosterirken (%2,7) ikinci haftanin sonunda tekrar yiikselise gecmis (%9,1) ve dordiincii
haftanin sonuna kadar sabit kalmistir. Bu noktadan sonra azalma trendine giren Bacteroidia
siifinin nispi ¢oklugu (%7,7), deney sonunda, baslangi¢ seviyesinin yaklagik yarisina kadar
diismiistiir (%4,4). Miidahale grubunda ise Bacteroidia oraninda ilk haftanin sonunda hafif bir
azalma gozlemlenirken (%15,9), ikinci haftanin sonunda dramatik bir diisiis gerceklesmistir
(%1). Bu noktadan sonra sekizinci haftanin sonuna dek, kademli bir artis meydana gelmis
olmasina karsin (siras1 ile %4,1 ve %13,5), deney sonunda, Bacteroidia’in nispi ¢oklugu

%09, 7’ye inerek, baslangi¢ seviyesindeki nispi ¢oklugunun yaklasik yarisina kadar diigsmiistiir.

Actiobacteria oranlar1 ise, hem kontrol, hem de miidahale grubunda benzer bir trend
gdstermistir. iki grupta da, ilk haftanin sonunda, Actinobacteria oranlarinda dramatik bir diisiis
gerceklesmis (kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %1,6 ve %2,7), miidahale grubunda,
ikinci haftanin sonunda diisiis trendi devam ederken (%1,3), kontrol grubunda hafif bir artis
meydana gelmistir (%2). Dordiincii haftamin sonunda ise, iki grupta da Actinobacteria
oranlarinda bir miktar artis goriiliirken (kontrol ve miidahale grubu i¢in sirasi ile %4,1 ve
%3,3), sekizinci haftanin sonunda, gruplarda tekrar bir diisiis gézlemlenmistir (sirasi ile %3,1
ve %2,5). Deney sonunda Actinobacteria’nin nispi ¢oklugu, iki grupta da T8 aninda

kaydedilen degerden 6nemli bir sapma gostermemistir.

Baslangic noktasinda nispi ¢oklugu, diger simiflara gore gorece yiiksek olan
Erysipelotrichi ve Sphingobacteriia siniflarinin oranlari ise, deney siiresi boyunca iki grupta
da inisli ¢ikish bir ilerleme go6stermistir. Erysipelotrichi orani, deney sonunda kontrol
grubunda %0,8; miidahale grubunda ise %2,8 seviyesine gerileyerek iki grupta da baslangi¢
seviyesine gore diisiis gostermistir. Sphingobacteriia orami ise, deney sonunda kontrol
grubunda %0,6; miidahale grubunda ise %1,8 seviyesine gerileyerek Erysipelotrichi oranina

benzer sekilde, iki grupta da baslangig seviyesinin altinda kalmustir.

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek i¢in ana simiflarin

goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, kontrol grubuna ait 6rnekler (T0-2 —
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T12-2), miidahale grubuna ait o6rneklere (T0-4 — T12-4) gbre daha kiimeli bir dagilim
gostermistir (Sekil 3.4-C). Buna goére, simf seviyesinde, miidahale grubunun mikrobiyal
kompozisyonunda, kontrol grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler
meydana gelmistir. Ayrica miidahale grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler arasindaki
uzakligin, kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Bu farklilik, miidahale
grubunun mikrobiyotasinda, kontrol grubuna kiyasla, baslangi¢ noktasina gére deney sonunda

siniflar aras1 daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat cekmektedir.
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Sekil 3.4. Erkek siganlarda en fazla goriilen 10 sinif. A) Kontrol grubundaki siganlarda zamana gore
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gére degisim C) Tiim erkek siganlarin Temel
Koordinat Analizi (PCoA).
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Kontrol ve miidahale grubunda yer alan erkek siganlarin digki numunelerinde, baskin
takimlar Enterobacteriales, Clostridiales, Lactobacilliales ve Bacteroidales olarak saptanmus,
bu takimlari, Bacilliales, Erysipelotrichales, Bifidobacteriales ve Spingobacteriales takip
etmistir (Sekil3.5-A/B). Kontrol grubunda, TO anindaki digki mikrobiyotasini, %46,4
Enterobacteriales, %11,9 Lactobacilliales, %10,7 Bacteroidales, %8 Clostridiales, %3,8
Spingobacteriales, %3,5 Bacilliales, %3,5 Actinomycetales, %2,6 Bifidobacteriales ve %9,6
diger takimlar olusturmaktadir. Miidahale grubunda ise, TO anindaki digki mikrobiyotasini
%23 Enterobacteriales, %18,7 Bacteroidales, %17,1 Lactobacilliales, %10,5 Clostridiales,
%7,1 Bifidobacteriales, %6,5 Spingobacteriales, %6,5 Erysipelotrichales ve %10,6 diger

takimlar olusturmaktadir. Bu oranlar, siganlar yas aldikca 6nemli 6l¢iide degisim gdstermistir.

Kontrol grubunda, Enterobacteriales orani birinci hafta sonunda azalma egilimi
gosterirken (%38,5), ikinci haftanin sonunda, baslangi¢c seviyesine tekrar yaklagmistir
(%45,6). Dordiincti haftanin sonunda gézlemlenen azalma egilimini (%40,3), sekizinci hafta
sonundaki artis takip ederken (%45,4), deney sonunda, Enterobacteriales orani, baslangi¢
seviyesinin altina inmistir (%40,6). Miidahale grubunda ise, Enterobacteriales orani, birinci
ve ikinci haftanin sonunda artis gostermekle birlikte (sirasi ile %27,7 ve %52), dérdiincii ve
sekizinci haftalarin sonunda diisme trendi gostermistir (sirasi ile %35,9 ve %18,8). Deney
sonunda ise, dramatik bir yiikselisle %39,2 seviyesine gelerek, baslangi¢ seviyesinin 1,5

katindan fazlasina ulagmustir.

Clostridiales oranlari, deney siiresi boyunca, hem kontrol grubunda hem de miidahale
grubunda dalgali bir seyir izlemistir. Iki grupta da ilk haftanin sonundaki artis1 (kontrol ve
miidahale grubu i¢in siras1 ile %30 ve %22,2), ikinci haftanin sonunda bir diisiis (siras1 ile %16
ve %15,5) ve dordiincii haftanin sonunda tekrar bir artis takip etmistir (siras1 ile %24,2 ve
%16,8). Bununla birlikte, sekizinci hafta ve on ikinci haftada, kontrol grubunun Clostridiales
oraninda azalma trendi gozlenirken (sirasi ile %16,4 ve %15,3), miidahale grubundaki dalgali
seyir devam etmistir (sirasi ile %33,5 ve %12,3). Baslangi¢ seviyeleriyle kiyaslandiginda,
deney sonunda Clostridiales oranlar1, kontrol grubunda yaklasik iki katina kadar ¢ikarken,

miidahale grubunda yalnizca hafif bir artis gézlemlenmistir.

Lactobacilliales oranlar1 da Clostridiales oranlarina benzer bir sekilde, hem kontrol
hem de miidahale grubunda dalgali bir seyir izlemistir. Kontrol grubunda, ilk haftanun
sonundaki hizli diisiisii (%3,8), ikinci ve dordiincii haftanin sonundaki kademeli artig takip

ederken (sirasi ile %6 ve %38,1), sekizinci ve on ikinci haftalarin sonlarinda Lactobacilliales

55



oraninda, sirasi ile bir diigiis (%3,4) ve artis meydana gelmistir (%5,8). Miidahale grubunda
ise, ilk iki haftanin sonundaki kademeli diisiis trendini (sirasi ile %13,8 ve %4,9), dordiincii
ve sekizinci haftalarin sonlarindaki kademeli artis (sirasi ile %6,1 ve %9) takip etmis, deney
sonunda ise Lactobacilliaes oranu %3,6 seviyesine kadar diismiistiir. Baslangig seviyeleriyle
kiyaslandiginda, deney sonunda Lactobacilliales oranlari, kontrol grubunda yaklasik yarisina,

miidahale grubunda ise yaklagik dortte birine kadar diismiistiir.

Bacteroidales orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir diisiis
gosterirken (%2,8) ikinci haftanin sonunda tekrar yiikselise gecmis (%9,3) ve dordiincii
haftanun sonuna kadar sabit kalmistir. Sekizinci haftanin bitisiyle birlikte azalma trendine
giren (%8,1) Bacteroidales smifinin nispi ¢oklugu, deney sonunda, baslangi¢ seviyesinin
yaklagik yarisina kadar diismustiir (%4,5). Miidahale grubunda ise Bacteroidales oraninda ilk
haftanin sonunda hafif bir azalma gézlemlenirken (%16,1), ikinci haftanin sonunda dramatik
bir diisiis gergeklesmistir (%1). Dordiincii ve sekizinci haftalarin sonunda, kademli bir artig
meydana gelmis olmasina karsin (sirasi ile %4,2 ve %13,9), deney sonunda, Bacteroidales’in
nispi ¢coklugu %10,2’ye inerek, baslangi¢ seviyesindeki nispi ¢oklugunun yaklasik yarisina

kadar diismiistiir.

Bacilliales orani, kontrol grubunda, dalgali bir seyir izlemistir. ilk haftanin sonunda
azalan Bacilliales orani (%1,1), ikinci haftanin sonunda tekrar baglangi¢ seviyelerine
yaklagmig (%3,8) ve dordiincii haftanin sonunda dramatik bir disiis gostermistir (%0,6).
Sekizinci ve on ikinci haftalarin sonunda kademeli bir artis gosteren Bacilliales oran: (sirasi
ile %7 ve %16,9), deney sonunda baslangi¢ seviyesinin yaklagik dort katina kadar ¢ikmustir.
Miidahale grubunda ise, ilk haftanin sonunda azalan Bacilliales oran1 (%0,5), ikinci haftanin
sonunda hizl bir artis gostermis (%14,2) ve bu noktadan sonra deney sonuna kadar kademeli
olarak azalmistir (sirast ile %9,4, %4,3 ve %0,7). Deney sonunda 6lgiilen Bacilliales’in nispi

coklugu, baslangi¢ noktasinda kaydedilen degere yaklasmustir.

Numuneler arasinda yaygin olarak gozlenen bir diger takim olan Bifidobacteriales’in
orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir diisiis gosterirken (%0,5), ikinci ve
dordiincii haftalarin sonunda kademeli olarak artis gostermistir (sirast ile %1,1 ve %1,9).
Sekizinci haftanin sonunda tekrar dramatik bir diisiis gosteren Bifidobacteriales orani (%0,2),
deney sonunda sabit kalmakla birlikte, baslangi¢ seviyesine kiyasla yaklasik sekizde birine
kadar diismiistiir. Miidahale grubunda ise, Bifidobacteriales orani, kontrol grubuna benzer

sekilde, ilk haftanin sonunda, dramatik bir diisiis gostermis (%1,6) ve ikinci haftanin sonunda,
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bu disiis trendi devam etmistir (%0,4). Dordiincii haftanin sonuyla birlikte hafif bir artig
gosteren Bifidobacteriales orani (%1,2), daha sonraki haftalarda tekrar diisiis trendine girerek
deney sonunda %0,1 seviyesine kadar inmistir. Bu diigiisle birlikte, miidahale grubunda,

baslangic seviyesine kiyasla Bifidobacteriales oraninda 6nemli bir fark meydan gelmistir.

Yaygin takimlar arasinda yer alan Sphingobacteriales oranlari ise, hem miidahale hem
de kontrol grubunda, zaman igerisinde artig gosterdikleri noktalar olmasina karsin (kontrol
grubunda T2, miidahale grubunda T4), genel olarak diisiis trendi gostermistir.
Sphingobacteriales oranlar1 deney sonunda, kontrol grubunda %0,6 seviyelerine kadar

inerken, miidahale grubunda %1,9 seviyesine diismiistiir.

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek i¢in ana takimlarin
goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, kontrol grubuna ait drnekler (T0-2 —
T12-2), miidahale grubuna ait 6rneklere (T0-4 — T12-4) gore daha kiimeli bir dagilim
gostermistir (Sekil 3.5-C). Buna gore, takim seviyesinde, miidahale grubunun mikrobiyal
kompozisyonunda, kontrol grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler
meydana gelmistir. Ayrica miidahale grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler arasindaki
uzakligin, kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmigtir. Bu farklilik, miidahale
grubunun mikrobiyotasinda, kontrol grubuna kiyasla, baglangi¢ noktasina gore deney sonunda

takimlar arasi daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat ¢cekmektedir.
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Sekil 3.5. Erkek siganlarda en fazla goriilen 10 takim. A) Kontrol grubundaki siganlarda zamana gore
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gére degisim C) Tiim erkek siganlarin Temel

Koordinat Analizi (PCoA).
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Kontrol ve miidahale grubunda yer alan erkek siganlarin digki numunelerinde, baskin
familyalar Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Clostridiaceae ve
Veillonellaceae olarak saptanmig, bu familyalari, Bacteroidaceae, Erysipelotrichaceae,
Bifidobacteriaceae, Ruminococcaceae ve Sphingobacteriaceae izlemistir (Sekil3.6-A/B).
Kontrol grubunda, TO amindaki digki mikrobiyotasini, %48 Enterobacteriaceae, %10,3
Lactobacillaceae, = %4,7  Bacteroidaceae, = %3,6  Sphingobacteriaceae,  %2,7
Bifidobacteriaceae, %2,5 Lachnospiraceae, %2,3 Clostridiaceae ve %25,9 diger familyalar
olusturmaktadir. ~ Miidahale grubunda ise, TO anindaki diski mikrobiyotasin1 %23,6
Enterobacteriales, %15,6 Lactobacillaceae, %7,6 Bacteroidaceae, %7,3 Bifidobacteriaceae,
%6,7 Erysipelotrichaceae, %6,4 Sphingobacteriaceae, %6,2 Prevotellaceae, %4,2
Clostridiaceae, %3,7 Lachnospiraceae ve %18,7 diger familyalar olusturmaktadir. Bu

oranlar, sicanlar yas aldik¢a dnemli 6l¢iide degisim gostermistir.

Kontrol grubunda, Enterobacteriaceae orani birinci hafta sonunda azalma egilimi
gosterirken (%39,3), ikinci haftanin sonunda, baslangi¢ seviyesine tekrar yaklagmigstir
(%46,3). Dordiincii haftanin sonunda gozlemlenen azalma egilimini (%41,5) sekizinci hafta
sonundaki artis takip ederken (%46,2), deney sonunda, Enterobacteriaceae orani, baglangig
seviyesinin altina inmistir (%41,2). Miidahale grubunda ise, Enterobacteriaceae orani, birinci
ve ikinci haftanin sonunda artig géstermekle birlikte (sirasi ile %28,9 ve %52,7), dérdiincii ve
sekizinci haftalarin sonunda diisme trendi gostermistir (sirasi ile %36,7 ve %19,3). Deney
sonunda ise, dramatik bir yiikselisle %40,3 seviyesine gelerek, baslangic seviyesinin 1,5

katindan fazlasina ulagmustir.

Lactobacillaeae oraninin zamana bagli degisimi, kontrol grubunda dalgali bir seyir
izlemistir. Ik haftanin sonundaki hizli diisiisii (%2,6), ikinci ve dérdiincii haftanin sonundaki
kademeli artig takip ederken (sirasi ile %5,3 ve %35,6), sekizinci ve on ikinci haftalarin
sonlarinda Lactobacillaeae oraninda, sirasi ile bir diisiis (%1,1) ve artis meydana gelmistir
(%1,5). Miidahale grubunda ise, Lactobacillacae orani deney siiresince kademeli olarak
azalmistir (swrast ile %11,7, %4, %35, %2,8 ve %1,5). Baslangi¢ seviyeleriyle
kiyaslandiginda, deney sonunda Lactobacillaeae oranlari, hem kontrol hem de miidahale

grubunda 6nemli miktarda diisiis gdstermistir.

Veillonellaceae oranlari, hem kontrol hem miidahale grubunda benzer bir trend
izlemistir. Iki grupta da baslangi¢ noktasindan ikinci haftanin sonuna dek kademeli bir artis

meydana gelirken (kontrol grubu igin sirast ile %3 ve %4,4; miidahale grubu i¢in sirasi ile %2
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ve %9,1), dérdiincii haftanin sonunda, kontrol grubundaki artig devam etmis (%5,2), miidahale
grubunda ise dramatik bir diislis gergeklesmistir (%2,7). Sekizinci haftanin sonunda, iki
grubun da Veillonellaceae oranlari artarken (kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %6,4 ve
%10), deney sonunda, gruplarda dramatik bir diisiis meydana gelmis ve Veillonellaceae
oranlari, hem kontrol hem de miidahale grubunda, baslangi¢ noktasindaki degerlerine

yaklagsmustir (kontrol ve miidahale grubu i¢in sirasi ile %1,9 ve %1,1).

Bacteroidaceae orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir diisiis
gosterirken (%1,1) ikinci haftanin sonunda tekrar yiikselise gegmis (%3,5) ve yiikselme
trendini sekizinci haftanin sonuna dek devam ettirmistir (T4 ve T8 igin siras1 ile %3,9 ve
%6,5). Deney sonunda, Bacteroidaceae familyasinin nispi ¢oklugu, baslangi¢ seviyesinin
yaklagik yarisina kadar diismiistiir (%2,6). Miidahale grubunda ise Bacteroidaceae oraninda
ilk haftanin sonunda hafif bir azalma gozlemlenirken (%6,1), ikinci haftanin sonunda dramatik
bir diisiis ger¢eklesmistir (%0,5). Dordiincii ve sekizinci haftalarin sonunda, kademli bir artis
meydana gelmis olmasina karsin (sirast ile %2,2 ve %10,9), deney sonunda,

Bacteroidaceae’in nispi ¢oklugu %5,3’e inerek, baslangi¢c seviyesinin altinda kalmustir.

Lachnospiraceae, Clostridiaceae, Bifidobacteriaceae, Ruminococcaceae ve
Sphingobacteriaceae oranlari, hem kontrol hem de miidahale grubunda dalgali bir seyir
izlemistir. Baslangi¢ seviyeleriyle kiyaslandiginda, deney sonunda, Lachnospiraceae oranlari,
kontrol grubunda yaklasik iki katina varirken, miidahale grubunda hafif bir artis meydana
gelmistir (siras1 ile %5,4 ve %4,8). Clostridiaceae oranlari, baslangi¢ seviyelerine kiyasla,
deney sonunda 6nemli bir degisim gdstermemistir (kontrol ve miidahale grubu icin sirasi ile
%2,7 ve %3,9). Bununla birlikte, Bifidobacteriaceae oranlari, gruplarda, baslangig
seviyelerine gore dnemli miktarda diislis gostermistir (kontrol ve miidahale grubu i¢in sirasi
ile %0,3 ve %0,1). Benzer sekilde, Sphingobacteriaceae oranlar1 da, deney sonunda 6nemli
miktarda azalmistir (kontrol ve miidahale grubu i¢in siras1 ile %0,6 ve %1,9).
Ruminococcaceae oranlari ise, deney sonunda, baslangig¢ seviyelerine kiyasla kontrol
grubunda yaklasik ii¢ katina varirken, miidahale grubunda hafif bir artis meydana gelmistir

(kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %2,6 ve %1,6).

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek igin ana
familyalarin géreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, kontrol grubuna ait 6rnekler
(TO-2 — T12-2), miidahale grubuna ait 6rneklere (T0-4 — T12-4) gore daha kiimeli bir dagilim

gostermistir (Sekil 3.6-C). Buna gore, familya seviyesinde, miidahale grubunun mikrobiyal
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kompozisyonunda, kontrol grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler
meydana gelmistir. Ayrica miidahale grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler arasindaki
uzakligin, kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmigtir. Bu farklilik, miidahale
grubunun mikrobiyotasinda, kontrol grubuna kiyasla, baslangi¢ noktasina gére deney sonunda

familyalar aras1 daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat cekmektedir.
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Sekil 3.6. Erkek siganlarda en fazla goriilen 15 familya. A) Kontrol grubundaki siganlarda zamana
gore degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan sicanlarda zamana gore degisim C) Tiim erkek siganlarin

Temel Koordinat Analizi (PCoA).
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Kontrol ve miidahale grubunda yer alan erkek siganlarin digki numunelerinde, baskin
cinsler Escherichia, Lactobacillus, Bacteroides, Veillonella, Blautia ve Bifidobacterium
olarak saptanmis, bu familyalari, Serratia, Prevotella, Allobaculum ve Clostridium izlemistir
(Sekil3.7-A/B). Kontrol grubunda, TO anindaki diski mikrobiyotasini, %33,8 Escherichia,
%9,4 Lactobacillus, %5,8 Bacteroides, %4,3 Serratia, %3,3 Bifidobacterium, %?2,7
Pediococcus, %2,7 Prevotella, %2,2 Blautia, %2,1 Allobaculum ve %33,7 diger cinsler
olugturmaktadir.  Miidahale grubunda ise, TO anindaki digki mikrobiyotasint %14,6
Escherichia, %14,3 Lactobacillus, 9%8,6 Bacteroides, %8,3 Bifidobacterium, %7,6
Allobaculum, %7,1 Prevotella, %4 Olivibacter, %3,2 Blatia, %2,2 Pediococcus, %2,1
Serratia ve %21,8 diger cinsler olusturmaktadir. Bu oranlar, siganlar yas aldik¢a onemli

Olciide degisim gostermistir.

Kontrol grubunda, Escherichia orani birinci haftanin sonunda azalma egilimi
gosterirken (%25,7), ikinci haftanin sonunda, baslangi¢c seviyesine tekrar yaklagmigstir
(%32,3). Dordiincii haftanin sonunda gozlemlenen azalma egilimini (%24,8) sekizinci hafta
sonundaki artig takip ederken (%27,6), deney sonunda, Escherichia orani, baglangic
seviyesinin altina inmistir (%20,8). Miidahale grubunda ise, Escherichia orani, birinci ve
ikinci haftanin sonunda artis gostermekle birlikte (siras1 ile %18,6 ve %36,3), dordiincii ve
sekizinci haftalarin sonunda diisme trendi géstermistir (sirasi ile %23,7 ve %7,8). Deney
sonunda ise, dramatik bir yiikselisle %19,9 seviyesine gelerek, baslangi¢ seviyesinin {izerine

cikmustir.

Lactobacillus oranlarinin zamana bagl degisimi, kontrol grubunda dalgali bir seyir
izlemistir. [k haftanin sonundaki hizl diisiisii (%2,6), ikinci ve dordiincii haftanin sonundaki
kademeli artig takip ederken (sirasi ile %3,4 ve %b5,1), sekizinci ve on ikinci haftalarin
sonlarinda Lactobacillus oraninda, sirasi ile bir distis (%0,4) ve artis meydana gelmistir
(%1,1). Miidahale grubunda ise, Lactobacillus orani, ilk iki haftanin sonunda kademeli olarak
azalirken (sirast ile %10,5 ve %1,9), dordiinci ve sekizinci haftanin sonunda hafifge artmistir
(siras1 ile %2 ve %2,3). Deney sonunda ise Lactobacillus orani, %1,3 seviyesine gerilemistir.
Baslangig seviyeleriyle kiyaslandiginda, deney sonunda Lactobacillus oranlari, hem kontrol

hem de miidahale grubunda 6nemli miktarda diisiis gostermistir.
Veillonella oranlari, hem kontrol hem miidahale grubunda benzer bir trend izlemistir.

Iki grupta da baslangi¢ noktasindan ikinci haftanin sonuna dek kademeli bir artis meydana

gelirken (kontrol grubu i¢in sirasi ile %2,9 ve %4,9; miidahale grubu i¢in sirasi ile %1,9 ve
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%10,9), dordiincii haftanin sonunda, kontrol grubundaki artis devam etmis (%5,9), miidahale
grubunda ise dramatik bir diisiis ger¢eklesmistir (%1,6). Sekizinci haftanin sonunda, iki
grubun da Veillonella oranlart artarken (kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %6,7 ve
%10,6), deney sonunda, gruplarda dramatik bir diisiis meydana gelmis ve Veillonellaceae
oranlari, hem kontrol hem de miidahale grubunda, baslangi¢c noktasindaki degerlerine

yaklagmustir (kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %1,9 ve %1).

Bacteroides orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir diisiis
gosterirken (%1,4) ikinci haftanin sonunda tekrar yiikselise gecmis (%4,4) ve yiikselme
trendini sekizinci haftanin sonuna dek devam ettirmistir (T4 ve T8 icin sirasi ile %4,9 ve %8).
Deney sonunda, Bacteroides cinsinin nispi ¢oklugu, baslangi¢ seviyesinin yaklagik yarisina
kadar diismistiir (%3,2). Miidahale grubunda ise Bacteroides oraninda ilk haftanin sonunda
hafif bir azalma gozlemlenirken (%7,1), ikinci haftanin sonunda dramatik bir diisiis
gerceklesmistir (%0,6). Dordiincii ve sekizinci haftalarin sonunda, kademli bir artis meydana
gelmis olmasina karsin (sirast ile %2,6 ve %12,4), deney sonunda, Bacteroides’in nispi

coklugu %6,4’¢ inerek, baslangi¢ seviyesinin altinda kalmistir.

Blautia, Bifidobacterium, Prevotella, Allobaculum, Clostridium ve Serratia oranlari,
hem kontrol hem de miidahale grubunda dalgal1 bir seyir izlemistir. Baslangi¢ seviyeleriyle
kiyaslandiginda, deney sonunda Blautia oranlari, kontrol grubunda yaklasik iki katina
varirken, miidahale grubunda yaklagik 1,5 Katina ¢ikmustir (sirasi ile %4,9 ve %4,3).
Bifidobacterium oranlari, gruplarda, baslangi¢ seviyelerine gore Onemli miktarda diisiis
gostermistir (kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %0,4 ve %0,2). Prevotella ve
Allobaculum cinslerinin nispi ¢oklugu da, baslangi¢ seviyelerine kiyasla, deney sonunda
azalma gostermistir (kontrol grubu igin sirasi ile %1,1 ve %1,1; miiddahale grubu igin sirasi ile
%2,8 ve %2). Bununla birlikte, Serratia oranlari, deney sonunda, her iki grupta da artarak
kontrol grubunda yaklagik iki, miidahale grubunda ise yaklagik dort katina kadar ¢ikmistir
(kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %9,8 ve %8,1). Clostridium oranlar1 ise farkli zaman
noktalarinda inis ve c¢ikiglar gdstermesine karsin, baslangic seviyelerine kiyasla, deney

sonunda 6nemli bir degisim gdstermemis ve iki grupta da %2 nin altinda kalmustir.

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar: daha iyi degerlendirmek igin ana cinslerin
goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, kontrol grubuna ait ornekler (T0-2 —
T12-2), miidahale grubuna ait orneklere (T0-4 — T12-4) gore daha kiimeli bir dagilim

gostermistir (Sekil 3.7-C). Buna gore, cins seviyesinde, miidahale grubunun mikrobiyal
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kompozisyonunda, kontrol grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler
meydana gelmistir. Bununla birlikte kontrol grubunda, TO ve T12 anmna ait numuneler
arasindaki uzakligin, miidahale grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Bu farklilik,
kontrol grubunun mikrobiyotasinda, miidahale grubuna kiyasla, baslangi¢ noktasina gore
deney sonunda cinsler arasi daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat
¢ekmektedir.
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Sekil 3.7. Erkek si¢anlarda en fazla goriilen 15 cins. A) Kontrol grubundaki siganlarda zamana gore
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gére degisim C) Tiim erkek siganlarin Temel

Koordinat Analizi (PCoA).
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Kontrol ve miidahale grubunda yer alan erkek siganlarin digki numunelerinde, baskin
tirler Escherichia albertii, Veillonella criceti, Allobaculum stercoricanis, Serratia
entomophila ve Bifidobacterium choerinum olarak saptanmis, bu tiirleri, Blautia coccoides,
Pediococcus argentinicus ve Lactobacillus johnsonii izlemistir (Sekil3.8-A/B). Kontrol
grubunda, TO anindaki digki mikrobiyotasini, %42,4 E.albertii, %5,5 S.entomophila, %3
B.choerinum, %2,7 P.argentinicus, %2,7 A.stercoricanis, %2,3 Lactobacillus antri, %2,3
Lactobacillus vaginalis, %2,1 Vibrio pectenicida ve %37 diger tiirler olusturmaktadir.
Miidahale grubunda ise, TO anindaki digki mikrobiyotasim %20 E.albertii, %10,1
A.stercoricanis, %7,9 B.choerinum, %4,8 Lactobacillus ultunensis, %4,7 L.johnsonii, %2,9
P.argentinicus, %2,9 S.entomophila, %2,3 Parapedobacter koreensis ve %44,4 diger tiirler

olusturmaktadir. Bu oranlar, si¢anlar yas aldik¢a 6nemli dl¢giide degisim gdstermistir.

Kontrol grubunda, E.albertii orani birinci haftanin sonunda azalma egilimi gosterirken
(%37,7), ikinci haftanin sonunda, baslangi¢ seviyesine tekrar yaklagsmustir (%39,8). Dérdiinci
haftanin sonunda gézlemlenen azalma egilimini (%31,3) sekizinci hafta sonundaki artis takip
ederken (%35,4), deney sonunda, E.albertii orani, baslangi¢ seviyesinin altina inmistir
(%26,9). Miidahale grubunda ise, E.albertii orani, birinci ve ikinci haftanin sonunda artig
gostermekle birlikte (siras1 ile %24,8 ve %44,4), dordiincii ve sekizinci haftalarin sonunda
diisme trendi gostermistir (sirasi ile %33,5 ve %11). Deney sonunda ise, hizli bir yiikselisle

%26,5 seviyesine gelerek, baslangi¢ seviyesinin iizerine ¢ikmugtir.

V.criceti, her iki grupta da baslangi¢ noktasinda %2’nin altinda olmasina kargin
(kontrol ve miidahale gruplari i¢in sirasi ile %1,1 ve %0,2), deney siireci igerisinde farkli
Ol¢lim noktalarinda, baskin tiirler arasinda yer almistir. Kontrol grubunda V.criceti orani,
birinci, ikinci ve dordiincli haftalarin sonunda kademeli olarak artig gosterirken (sirasi ile
%3,4, %5,1 ve %S5,8), sekizinci haftanin sonunda hafif bir diisiis gostermis (%5,6) ve deney
sonunda %1,9 seviyesine gerilemistir. Miidahale grubunda ise, V.criceti oran: dalgali bir grafik
sergilemistir; ilk iki haftanin sonundaki hizli yiikselisi (sirast ile %2,3 ve %11,9), dordiincii
haftanin sonundaki dramatik diisiis (%1,7) ve sekizinci haftanin sonundaki artis takip etmistir

(%10,5). Deney sonunda ise V.criceti orani, tekrar diiserek %1,2 seviyesine kadar gerilemistir.

S.entomophia oranlarinin zamana bagli degisimi, hem kontrol hem de miidahale
grubunda yukar1 dogru bir egilim gostermistir. Kontrol grubunda, ilk haftanin sonundaki artisi
(%6,9), ikinci haftanin sonunda hafif bir diisiis izlemis (%5,6) ve bundan sonraki Sl¢iim

noktalarinda S.entomophia orani kademeli olarak artig gostermistir (sirasi ile %7,9, %8,7 ve
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%13,6). Miidahale grubunda ise S.entomophia orani ilk iki haftanin sonunda artig gosterirken
(siras1 ile %4 ve %5,4), dordiincii ve sekizinci haftanin sonunda sabit kalmis, on ikinci haftanin
sonunda ise, dramatik bir artig gostererek %11,2 seviyesine ¢ikmugtir. Baslangi¢ seviyeleriyle
kiyaslandiginda, deney sonunda S.entomophia oranlari, hem kontrol hem de miidahale
grubunda 6nemli miktarda artig gostererek kontrol grubunda yaklagik iki buguk, miidahale

grubunda ise yaklagik dort katina ¢ikmustir.

B.choerinum orani, kontrol grubunda dalgali bir seyir izlemistir. ilk haftanin
sonundaki hizli diisiisii (%0,5), ikinci ve dordiincii haftanin sonundaki kademeli artis takip
ederken (sirasi ile %1,2 ve %1,7), sekizinci haftanin sonunda B.choerinum oraninda dramatik
bir diislis meydana gelmis (%0,2) ve on ikinci haftanin sonunda bu oran sabit kalmistir.
Miidahale grubunda ise, B.choerinum orani, ilk iki haftanin sonunda kademeli olarak azalirken
(sras1 ile %1,9 ve %0,4), dordiincii haftanin sonunda bir artis meydana gelmis (%]1,4),
sekizinci ve on ikinci haftalarin sonlarinda ise kademeli olarak azalarak %0,05’in altina

diismiistiir.

A.stercoricanis orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda hafif bir diisiis
gosterirken (%2,1) ikinci haftanin sonunda tekrar yiikselise ge¢mis (%3,1) ve yiikselme
trendini dordiincti haftanin sonuna dek devam ettirmistir (%4,5). Sekizinci haftanin sonunda
tekrar azalma trendine giren A.stercoricanis oranm (%1,6), deney sonuna dek degisim
gostermemistir. Miidahale grubunda ise A.stercoricanis oraninda ilk haftanin sonunda
dramatik bir diisiis gozlemlenirken (%2,1), ikinci haftanin sonunda bu oran sabit kalmustir.
Dordiincii  haftanin  sonundan deney bitisine kadar onemli bir degisim gostermeyen
A.stercoricanis orani, deney sonunda baslangi¢ seviyesine kiyasla yaklasik ti¢te bir oranina

inmistir.

B.coccoides, P.argentinicus ve L.johnsonii oranlari, hem kontrol hem de miidahale
grubunda dalgali bir seyir izlemekle birlikte, baslangi¢c noktasina kiyasla deney sonunda
P.argentinicus ve L.johnsonii gruplarda genel bir azalma egilimi gosterirken, B.coccoides
orani, miidahale grubunda degisim gostermemis, kontrol grubunda ise bir miktar artmigtir.
L.johnsonii orani, baslangi¢ noktasinda, miidahale grubunda kontrol grubuna kiyasla gérece
yiiksek olmasina karsin, deney sonunda iki grupta da %0,05’in altina inmistir. P.argentinicus
oranlari ise, iki grupta da baglangi¢ noktasinda %2,5’in iizerindeyken, deney sonunda %0,7’ye
inmistir. Bununla birlikte, B.coccoides, kontrol grubunda baslangigtaki nispi ¢oklugunu

arttirarak %1,5 seviyesine ¢ikarken, miidahale grubunda %1,2 oraninda sabit kalmstir.
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Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek i¢in ana tiirlerin
goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, kontrol grubuna ait 6rnekler (T0-2 —
T12-2), miidahale grubuna ait 6rneklere (T0-4 — T12-4) gore daha kiimeli bir dagilim
gostermistir (Sekil 3.8-C). Buna gore, tiir seviyesinde, miidahale grubunun mikrobiyal
kompozisyonunda, kontrol grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler
meydana gelmistir. Bununla birlikte kontrol grubunda, TO ve T12 anma ait numuneler
arasindaki uzakligin, miidahale grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Bu farklilik,
kontrol grubunun mikrobiyotasinda, miidahale grubuna kiyasla, baslangic noktasina gore
deney sonunda tiirler aras1 daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat
¢ekmektedir.
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Sekil 3.8. Erkek sicanlarda en fazla goriilen 20 tiir. A) Kontrol grubundaki sicanlarda zamana gére
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gére degisim C) Tiim erkek siganlarmn Temel
Koordinat Analizi (PCoA).

70



3.2.2. Disi Sicanlarda Diski Mikrobiyota Degisiminin Degerlendirilmesi

Kontrol ve miidahale grubunda yer alan disi si¢anlarin digki numunelerinde, baskin
filumlar Proteobacteria, Firmucutes ve Bacteroidetes olarak saptanmis, bu filumlari,
Actinobacteria ve Verrucomicrobia takip etmistir (Sekil 3.9-A/B). Kontrol grubunda,
baglangigtaki digki mikrobiyotasini, %43 Firmicutes, %29 Proteobacteria, %18,9
Bacteriodetes, %7,2 Actinobacteria ve %1,9 diger filumlar olustururken; miidahale grubunda,
TO anindaki diski mikrobiyotasint %48,1 Firmicutes, %29,2 Proteobacteria, %11,7
Bacteriodetes, %8,3 Actinobacteria ve %2,7 diger filumlar olusturmaktadir. Bu oranlar,

siganlar yas aldik¢a 6nemli 6l¢iide degisim gostermistir.

Kontrol grubunda, Proteobacteria oraninda birinci haftanin sonunda hafif bir azalma
egilimi olmasina kargmn (%28), ikinci haftanin sonundan sekizinci haftanin sonuna kadar
kademeli bir artis meydana gelmistir (siras1 ile %47,6, %60,9 ve %81,7). Deney sonunda
Proteobacteria’nin nispi ¢oklugunda, sekizinci haftaya gore bir miktar azalma meydana
gelmesine karsin (%66), baslangic seviyesiyle karsilastirildiginda, Proteobacteria orami iki
kat1 agkin bir artis gostermistir. Miidahale grubunda ise, Proteobacteria oraninda, ilk haftanin
sonundaki hafif artig1 (%33,6), ikinci ve dordiincii haftalarin sonundaki kademeli diisiis takip
etmis (%26,3 ve %25,6), sekizinci haftanin sonunda ise Proteobacteria’nin nispi ¢oklugunda
hizli bir artis meydana gelmistir (%47,7). Deney sonunda, Proteobacteria oran1 %41,1°¢
diismesine karsin, baslangic seviyesine kiyasla onemli bir artis gdstererek diski

mikrobiyotasindaki birincil baskin filum haline gelmistir.

Firmicutes orani, kontrol grubunda ilk haftanin sonunda artis géstermesine karsin
(%55,8), ikinci haftanin sonundan sekizinci haftanin sonuna kadar kademli olarak azalmigtir
(sirast ile %35,9, %29,7 ve %12,2). Deney sonunda, Firmicutes oranlarinda tekrar bir artig
meydana gelmesine karsin (%20,9), baslangic seviyesiyle kiyaslandiginda, Firmicutes
oraninda yariya yakin bir azalma gergeklesmistir. Miidahale grubunda ise, Firmicutes
oraninda, ilk 2 hafta 6nemli bir degisim gozlenmezken (sirasi ile %50 ve %50,5), dordiincii
haftanin sonundan on ikinci haftanin sonuna kadar kademeli bir diisiis meydana gelmistir
(swrast ile %44,1, %39,3 ve %38,5). Deney sonunda Firmicutes orani, baslangi¢ noktasina

kiyasla dnemli miktarda azalmstir.

Bacteroidetes oranlari, deney siiresi boyunca, hem kontrol grubunda hem de miidahale

grubunda dalgali bir seyir izlemistir. Kontrol grubunda, ilk haftanin sonundaki hizli diisiisii
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(%1,8), ikinci haftanin sonundaki dramatik artis takip ederken (%10,4), dordiincii ve sekizinci
haftalarin sonunda Bacteroidetes oraninda kademeli bir diisiis meydana gelmis (sirasi ile %5,9
ve %3,2) ve on ikinci haftanin sonunda tekrar bir artis gerceklesmistir (%7). Miidahale
grubunda ise, Bacteroidetes orani, ilk haftanin sonunda bir miktar azalirken (%7,4), ikinci ve
dordiincii haftalarin sonunda kademeli bir artis gostermistir (siras1 ile %14,6 ve %24,3).
Sekizinci haftanin sonunda dramatik bir diisiis gosteren Bacteroidetes orani (%6,3), on ikinci
haftanin sonunda tekrar artarak %14,1 seviyesine c¢ikmistir. Deney sonunda, baslangic
seviyesine kiyasla, kontrol grubunda yaridan fazla bir diisiis meydana gelirken, miidahale

grubunda bir miktar artis gézlenmistir.

Actinobacteria oraninda ise, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda bir artis meydana
gelirken (%13,4), ikinci haftanin sonundan sekizinci haftanin sonuna kadar kademeli bir diisiis
gozlenmistir (siras1 ile %3,3, %2,1 ve %,1,7). Deney sonunda tekrar bir artisla %2,6
seviyesine gelen Actinobacteria orani, baslangi¢c noktasina kiyasla yaridan fazla azalmistir.
Miidahale grubunda ise, Actinobacteria oramt dalgali bir seyir izlemistir; ilk haftanin
sonundaki dramatik diisiisii (%2,8), ikinci haftanin sonundaki hafif artis (%3,4) ve dordiincii
haftanin sonundaki diisiis takip etmistir (%2,5). Sekizinci haftanin sonunda tekrar artan
Actinobacteria oram (%3,5), on ikinci haftanin sonunda sabit kalmig, ancak baslangi¢

noktasina kiyasla yaridan fazla azalmistir.

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek i¢in ana filumlarin
goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, miidahale grubuna ait 6rnekler (T0-3 —
T12-3), kontrol grubuna ait 6rneklere (T0-1—T12-1) gore daha kiimeli bir dagilim géstermistir
(Sekil 3.9-C). Buna gore, filum seviyesinde, kontrol grubunun mikrobiyal kompozisyonunda,
miidahale grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler meydana gelmistir.
Ayrica kontrol grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler arasindaki uzakligin, miidahale
grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Bu farklilik, kontrol grubunun
mikrobiyotasinda, miidahale grubuna kiyasla, baslangi¢ noktasina gére deney sonunda

filumlar aras1 daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 3.9. Disi siganlarda en fazla goriilen 7 filum. A) Kontrol grubundaki siganlarda zamana gore
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gore degisim C) Tiim disi siganlarin Temel

Koordinat Analizi (PCoA).
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Kontrol ve miidahale grubunda yer alan disi si¢anlarin digki numunelerinde, baskin
smiflar Clostridia, Gammaproteobacteria, Bacilli, Bacteroidia ve Actinobacteria olarak
saptanmus, bu siniflari, Erysipelotrichi ve Sphingobacteriia takip etmistir (Sekil3.10-A/B).
Kontrol grubunda, TO amindaki digki mikrobiyotasini, %31,4 Bacilli, %19,5 Bacteroidia,
%15,8 Clostridia, %9,5 Erysipelotrichi, %9,4 Actinobacteria, %4,9 Sphingobacteriia, %3
Gammaproteobacteria ve %6,5 diger siniflar olustururken; miidahale grubunda, TO anindaki
digki  mikrobiyotasin1  %43,4 Bacilli, %16,2 Clostridia, %11 Actinobacteria, %09,8
Bacteroidia, %5 Sphingobacteriia, %4,6 Erysipelotrichi, %2,2 Gammaproteobacteria ve
%6,8 diger siiflar olusturmaktadir. Bu oranlar, sicanlar yas aldik¢a 6nemli dlclide degisim

gostermistir.

Clostridia orani, kontrol grubunda, ilk iki hafta kademeli bir artig gostererek (sirasi ile
%18,6 ve % 39,8) ikinci haftanin sonunda mikrobiyotadaki baskin sinif haline gelmistir.
Dérdiincii ve sekizinci haftanin sonunda ise kademeli olarak azalan Clostridia orani (sirast ile
%22,3 ve %11,5), deney sonunda hizli bir artisla %20,7 seviyesine gelerek baslangig
noktasindaki nispi ¢goklugunun tizerine ¢ikmistir. Miidahale grubunda ise, Clostridia orani, ilk
haftanin sonunda hizli bir artig gostererek (%44,4) mikrobiyotadaki baskin siif haline gelmig
ve ikinci haftanin sonunda da oran1 sabit kalmistir. Bu noktadan sonra dalgali bir seyir izleyen
Clostridia, dordiincti haftanin sonunda azalmis (%33,1), sekizinci haftanin sonunda artmis
(%40,9) ve on ikinci haftanun sonunda %31,4’¢ dismiistir. Baslangi¢ noktasiyla

kiyaslandiginda ise deney sonunda yaklasik iki katina ¢ikmgtir.

Gammaproteobacteria orani, kontrol grubunda, baslangi¢c noktasindan sekizinci
haftanin sonuna kadar kademeli bir artis gostermistir (siras1 ile %6, %25, %47,2 ve %68).
Deney sonunda Gammaproteobacteria, T8 anindaki nispi oranina gore bir miktar azalmig
olmasina karsin (%46,9), baslangi¢ noktasina kiyasla 6nemli derecede artmis ve T4 anindan
itibaren mikrobiyotadaki  baskinligini  korumustur. Miidahale grubunda ise,
Gammaproteobacteria orani, birinci haftanin sonunda bir miktar artis gostermis (%5,7) ve
ikinci haftanin sonuna kadar bu oran sabit kalmistir. Dérdiincii haftanin sonunda hafif diizeyde
azalan Gammaproteobacteria orani (%5,2), sekizinci haftanin sonunda pik yaparak %18,1
seviyesine ¢ikmis ve mikrobiyotadaki en baskin ikinci sinif haline gelmistir. Deney sonunda
Gammaproteobacteria, dramatik bir disiisle %6,9 seviyesine gerilemis olmasina karsin,

baslangi¢ noktasina kiyasla yaklasik ti¢ katina ¢ikmustir.
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Bacilli oran1 kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda pik yaparak %49,9’a ¢ikmustir.
Ikinci haftanin sonunda ise dramatik bir diisiisle %3,5 seviyesine gerileyerek mikrobiyotadaki
baskinligini kaybetmistir. Dordiincii haftanin sonunda tekrar artis gostermesine karsin Bacilli
orani, sekizinci ve on ikinci haftalarin sonunda kademeli olarak azalarak (sirasi ile %6,9 ve
%05,1), baslangi¢ seviyesinin yaklasik altida birine kadar diismistiir. Miidahale grubunda ise,
Bacilli oram, birinci ve ikinci haftalarin sonunda kademeli olarak azalirken (sirasi ile %19,2
ve %11,4), deneyin devaminda inisli ¢ikigh bir ilerleme gdstermistir. Buna goére, doérdiincii
haftanin sonundaki artis1 (%19,7), sekizinci haftanin sonundaki diisiis (%13,3) ve on ikinci
haftanin sonundaki artis (%18,7) tekip etmistir. Deney sonunda, baslangi¢ seviyelerine

kiyasla, Bacilli orani, yaklasik tigte birine diigmiistiir.

Bacteroidia orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir diisiis
gosterirken (%1,8) ikinci haftanin sonunda tekrar yiikselise gegmis (%12,3) ve sonrasinda
sekizinci haftaniin sonuna kadar kademeli olarak azalmistir (sirasi ile %6,3 ve %4,2). Deney
sonunda, Bacteroidia orami, hizli bir artisla %9,6 seviyesine ¢ikmasina karsin, baglangig
noktasina kiyasla yaklasik yarisina diismistiir. Miidahale grubunda ise Bacteroidia oraninda
ilk haftanin sonunda hafif bir azalma gozlemlenirken (%6,6), ikinci haftanin sonundan
dordiincii haftanin sonuna kadar kademeli bir artis meydana gelmistir (sirasi ile %12,5 ve
%24,4). Sekizinci haftanin sonunda dramatik bir distisle %7,1 seviyesine gerileyen
Bacteroidia orani, on ikinci haftanin sonunda yeniden artarak %15,2 seviyesine ¢ikmustir.
Baslangi¢ noktasiyla kiyaslandiginda, deney sonunda Bacteroidia orani, yaklasik 1,5 katina
cikmustir.

Actiobacteria oranlari, hem kontrol hem de miidahale grubunda, dalgali bir seyir
izlemis olmasina karsin, genel olarak diisme yoniinde bir egilim gostermistir. Kontrol
grubunda, ilk haftanin sonundaki artis1 (%17,2), ikinci haftanin sonundaki dramatik diisiis
takip etmis (%2,5) ve dordiincii haftanin sonunda da bu diisiis trendi devam etmistir (%2,3).
Sekizinci haftanin sonunda hafif bir artis meydana gelmis olmasina karsin (%2,6), deney
sonunda bu oran sabit kalmis ve baslangi¢ noktasina kiyasla Actinobacteria orant yaklasik
iicte birine dismiistiir. Miidahale grubunda ise, Actinobacteria oraninda, ilk haftanin
sonundaki dramatik diistisii (%3,4) sirasi ile hafif bir artis (%3,9) ve tekrar bir diisiis (%2,9)
takip etmistir. Sekizinci haftanin sonunda tekrar artan Actinobacteria orani (%4,3), on ikinci

haftanin sonunda sabit kalmis ve baslangi¢ noktasina kiyasla yaklasik yarisina diismiistiir.
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Baslangic noktasinda nispi ¢oklugu, diger simniflara gore gorece yiiksek olan
Erysipelotrichi ve Sphingobacteriia siniflarinin oranlari ise, deney siiresi boyunca iki grupta
da inisli ¢ikigh bir ilerleme goéstermistir. Erysipelotrichi orani, deney sonunda kontrol
grubunda %5,7; miidahale grubunda ise %3,2 seviyesine gerileyerek iki grupta da baslangic
seviyesine gore diisiis gostermistir. Sphingobacteriia orami ise, deney sonunda kontrol
grubunda %0,7; miidahale grubunda ise %2,4 seviyesine gerileyerek Erysipelotrichi oranina

benzer sekilde, iki grupta da baslangig seviyesinin altinda kalmustir.

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar: daha iyi degerlendirmek i¢in ana siniflarin
goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, miidahale grubuna ait 6rnekler (T0-3 —
T12-3), kontrol grubuna ait 6rneklere (T0-1 —T12-1) gore daha kiimeli bir dagilim gostermistir
(Sekil 3.10-C). Buna gore, sinif seviyesinde, kontrol grubunun mikrobiyal kompozisyonunda,
miidahale grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler meydana gelmistir.
Ayrica kontrol grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler arasindaki uzakligin, miidahale
grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmustir. Bu farklilik, kontrol grubunun
mikrobiyotasinda, miidahale grubuna kiyasla, baslangi¢ noktasina gére deney sonunda siniflar

arasi daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 3.10. Disi sicanlarda en fazla goriilen 10 sinif. A) Kontrol grubundaki siganlarda zamana gore
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gore degisim C) Tim disi siganlarin Temel
Koordinat Analizi (PCoA).
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Kontrol ve miidahale grubunda yer alan disi si¢anlarin digki numunelerinde, baskin
takimlar Clostridiales, Enterobacteriales, Lactobacilliales ve Bacteroidales olarak saptanmus,
bu takimlari, Bacilliales, Erysipelotrichales, Bifidobacteriales ve Spingobacteriales takip
etmistir (Sekil3.11-A/B). Kontrol grubunda, TO anindaki digki mikrobiyotasini, %19,8
Lactobacilliales, %19,7 Bacteroidales, %14,9 Clostridiales, %10,9 Bacilliales, %39,6
Erysipelotrichales, %7,5 Bifidobacteriales %4,9 Spingobacteriales, %2 Actinomycetales ve
%10,7 diger takimlar olusturmaktadir. Miidahale grubunda ise, TO anindaki diski
mikrobiyotasin1 %25,7 Lactobacilliales, %15,8 Bacilliales, %15,6 Clostridiales, %10,1
Bacteroidales, %10 Bifidobacteriales, %5,3 Spingobacteriales, %4,7 Erysipelotrichales ve
%12,8 diger takimlar olusturmaktadir. Bu oranlar, sigcanlar yas aldik¢a 6nemli dl¢iide degisim

gostermistir.

Clostridiales oranlari, deney siiresi boyunca, hem kontrol grubunda hem de miidahale
grubunda dalgal1 bir seyir izlemistir. Kontrol grubunda, birinci ve ikinci haftalarin sonundaki
kademeli artigla birlikte baskin takim haline gelen Clostridiales (sirasi ile %18,3 ve %36,6),
dordiincii ve sekizinci haftalarin sonunda kademeli olarak azalmistir (sirasi ile % 20,5 ve
%10,8). Deney sonunda ise, tekrar bir artisla %19,4 seviyesine yiikselerek, baslangi¢
seviyesine kiyasla nispeten artig gostermistir. Miidahale grubunda, ilk haftanin sonundaki hizli
artigla (%44) birlikte baskin takim haline gelen Clostridiales, ikinci ve dordiincii haftalarin
sonunda kademeli olarak azalmistir (siras1 ile %43,1 ve %32,9). Sekizinci haftanin sonunda
artan Clostridiales’in nispi ¢oklugu (%39), deney sonunda tekrar azalarak %30,5 seviyesine
gerilemis olmasina karsin, baslangi¢ seviyesinin yaklasik iki katina ¢ikmig ve T1 anindan

itibaren mikrobiyotadaki baskinligini korumustur.

Enterobacteriales oranlari, her iki grupta da TO aminda %2’nin altinda olmasina
karsin, deney siiresi boyunca farkli zaman noktalarinda mikrobioyotada baskinlik géstermistir.
Kontrol grubunda Enterobacteriales orani, baslangi¢c noktasindan sekizinci haftanin sonuna
kadar kademeli olarak artmustir (siras1 ile %2, %24,4, %45,4 ve %64,8). Deney sonunda
Enterobacteriales, T8 anindaki nispi oranina goére bir miktar azalmig olmasina karsin (%44,5),
baslangi¢ noktasina kiyasla énemli derecede artmis ve T4 anindan itibaren mikrobiyotadaki
baskinligin1 korumustur. Miidahale grubunda ise, Enterobacteriales orani, birinci haftanin
sonunda bir miktar artig géstermis (%3) ve ikinci haftanin sonuna kadar bu oran sabit kalmustir.
Déordiincii haftanin sonunda hafif diizeyde azalan Enterobacteriales (%2,4), sekizinci haftanin

sonunda pik yaparak %12,2 seviyesine ¢ikmis ve mikrobiyotadaki en baskin ikinci takim
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haline gelmistir. Deney sonunda Enterobacteriales, dramatik bir diisiisle %5,1 seviyesine

gerilemis olmasina karsin, baglangi¢ noktasina kiyasla yaklasik bes katina ¢ikmustir.

Lactobacilliales oranlari, hem kontrol hem de miidahale grubunda dalgali bir seyir
izlemistir. Kontrol grubunda, ilk haftanin sonundaki hizli artis1 (%44,6), ikinci haftanin
sonundaki dramatik diisiis (%2,8) takip etmistir. Dordiincti haftanin sonunda tekrar artig
gosteren Lactobacilliales (%13,2), bu noktadan sonra kademeli olarak azalarak (sirasi ile %4,4
ve %4,1) deney sonunda, baslangi¢ noktasina kiyasla yaklasik beste birine kadar diismiistiir.
Miidahale grubunda ise, ilk iki haftanin sonundaki kademeli diisiis trendini (siras1 ile %14,1
ve %10,1), dordiincii haftanin sonundaki artis (%16,4) ve sekizinci haftanin sonundaki
dramatik distis (%10) takip etmistir. Deney sonunda Lactobacilliaes orani, tekrar yiikselerek
%16,6 seviyesine ¢ikmis olmasina karsin, baslangi¢c noktasina kiyasla yaklasik ticte ikisine

kadar diigsmiistiir.

Bacteroidales orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir disiis
gosterirken (%1,8) ikinci haftanin sonunda tekrar yiikselise gegmis (%12,5) ve sonrasinda
sekizinci haftanun sonuna kadar kademeli olarak azalmistir (sirast1 ile %6,4 ve %4,4). Deney
sonunda, Bacteroidales orani, hizli bir artisla %10 seviyesine ¢ikmasina karsin, baslangig
noktasina kiyasla yaklasik yarisina diismustiir. Miidahale grubunda ise Bacteroidales oraninda
ilk haftanin sonunda hafif bir azalma gozlemlenirken (%6,9), ikinci haftanin sonundan
dordiincii haftanin sonuna kadar kademeli bir artis meydana gelmistir (siras1 ile %12,7 ve
%25,1). Sekizinci haftanin sonunda dramatik bir distsle %7,4 seviyesine gerileyen
Bacteroidales orani, on ikinci haftanin sonunda yeniden artarak %15,8 seviyesine ¢ikmustir.
Baslangi¢ noktasiyla kiyaslandiginda, deney sonunda Bacteroidales orani, yaklasik 1,5 katina
¢ikmustir.

Bacilliales oranlari, iki grupta da deney siiresince benzer bir seyir izlemistir. ilk
haftanin sonunda, hem kontrol hem de miidahale grubunda dramatik bir diisiis meydana gelmis
(kontrol ve miidahale grubu igin sirast ile %0,9 ve %4), ikinci haftanin sonunda ise gruplardaki
diisiis trendi devam etmistir (kontrol ve miidahale grubu i¢in sirasi ile %0,4 ve %0,7).
Dordiincii haftanin sonunda, kontrol grubunda Bacilliales orami sabit kalirken, miidahale
grubunda bir miktar artis (%2,4) meydana gelmistir. Sekizinci ve on ikinci haftalarda ise,
gruplardaki Bacilliales oranlarinda sirast ile bir artis (kontrol ve miidahale grubu i¢in sirast ile

%2,3 ve %3,1) ve diisiis (kontrol ve miidahale grubu i¢in siras1 ile %0,9 ve %1,3) meydana
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gelmigtir. Deney sonunda, baslangic seviyeleriyle kiyaslandiginda, her iki grupta da

Bacilliales oranlar1 6nemli 6l¢iide azalmigtir.

Numuneler arasinda yaygin olarak gozlenen bir diger takim olan Bifidobacteriales,
hem kontrol hem de miidahale grubunda, deney siiresi boyunca genel olarak azalma egilimi
gostermistir. Kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda Bifidobacteriales oraninda bir pik
meydana gelmis olmasina karsin (%15,9), ikinci haftanin sonunda dramatik bir disiis
gergeklesmistir (%1). Daha sonra dordiincii haftanin sonunda meydana gelen hafif artist
(%1,2), sekizinci haftanin sonundaki diisiis takip etmis (%0,3) ve Bifidobacteriales oran,
deney sonuna kadar bu noktada sabit kalmigtir. Miidahale grubunda ise, Bifidobacteriales
oraninda, ilk haftanin sonundaki dramatik diisiisii (%]1,6) sirasi ile hafif bir artis (%2,6) ve
tekrar bir diisiis (%1) takip etmistir. Bu noktadan sonra kademeli olarak artan Bifidobacteriales
(%1,8), on ikinci haftanin sonunda %2,7 seviyesine yiikselmesine karsin, baslangi¢ noktasina

kiyasla yaklasik tigte birine diismiistiir.

Yaygin takimlar arasinda yer alan Sphingobacteriales ve Erysipelotrichales oranlari
ise, hem miidahale hem de kontrol grubunda, zaman igerisinde artig gosterdikleri noktalar
olmasina karsin, genel olarak diisiis trendi gostermistir. Sphingobacteriales oranlar1 deney
sonunda, kontrol grubunda %0,7 seviyelerine kadar inerken, miidahale grubunda %32,5
seviyesine diigmistiir. Erysipelotrichales oranlar1 ise deney sonunda, kontrol grubunda %5,9

seviyelerine kadar inerken, miidahale grubunda %3,3 seviyesine diismiistiir.

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek i¢in ana takimlarin
goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, miidahale grubuna ait 6rnekler (T0-3 —
T12-3), kontrol grubuna ait 6rneklere (T0-1 — T12-1) gore daha kiimeli bir dagilim gostermistir
(Sekil 3.11-C). Buna gore, takim seviyesinde, kontrol grubunun mikrobiyal
kompozisyonunda, miidahale grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler
meydana gelmistir. Ayrica kontrol grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler arasindaki
uzakligin, miidahale grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmustir. Bu farklilik, kontrol
grubunun mikrobiyotasinda, miidahale grubuna kiyasla, baslangi¢ noktasina gore deney
sonunda takimlar arasi daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat
¢ekmektedir.
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Sekil 3.11. Disi sicanlarda en fazla goriilen 10 takim. A) Kontrol grubundaki si¢anlarda zamana gore
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gore degisim C) Tiim disi siganlarin Temel
Koordinat Analizi (PCoA).
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Kontrol ve miidahale grubunda yer alan disi siganlarin digki numunelerinde, baskin
familyalar Lactobacillaceae, Enterobacteriaceae, Lachnospiraceae ve Clostridiaceae olarak
saptanmig, bu familyalari, Bacteroidaceae, Veillonellacea, Erysipelotrichaceae ve
Bifidobacteriaceae izlemistir (Sekil3.12-A/B). Kontrol grubunda, TO anindaki disk
mikrobiyotasini, %17,8 Lactobacillaceae, %10 Erysipelotrichaceae, %10 Staphylococcaceae,
%8,9 Bacteroidaceae, %7,8 Bifidobacteriaceae, %5,6 Prevotellacea, %5,2 Lachnospiraceae,
%5 Sphingobacteriaceae, %2,3 Veillonellacea, %2,3 Ruminococcaceae ve %25,1 diger
familyalar olusturmaktadir. Miidahale grubunda ise, TO anindaki diski mikrobiyotasin1 %25,1
Lactobacillaceae, %10,3 Bifidobacteriaceae, %6,9 Bacillaceae, %6,6 Paenibacillacea, %6
Veillonellacea, %5,8 Clostridiaceae, %5,2 Sphingobacteriaceae %4,8 Erysipelotrichaceae,
%3 Bacteroidaceae, %2,6 Odoribacteraceae, %2 Staphylococcaceae ve %21,7 diger
familyalar olusturmaktadir. Bu oranlar, siganlar yas aldikca Onemli o6lgiide degisim

gostermistir.

Lactobacillaceae oranlari, hem kontrol hem de miidahale grubunda dalgali bir seyir
izlemistir. Kontrol grubunda, ilk haftanun sonundaki hizli artis1 (%39,8), ikinci haftanin
sonundaki dramatik diisiis (%2,2) ve dordiincii haftanin sonundaki artis takip etmistir (%7).
Sekizinci haftanin sonunda %1,2 seviyesine kadar gerileyen Lactobacillaceae orani, on ikinci
haftanin sonunda hafif bir artisla %1,9’a ¢ikmig olmasina karsin, baslangi¢ noktasina kiyasla
onemli derecede azalmistir. Miidahale grubunda ise, ilk iki haftanin sonundaki kademeli diisiis
trendini (siras1 ile %12,7 ve %6,7), dordiincii haftanin sonundaki artis (%13,9) ve sekizinci
haftanin sonundaki dramatik diisiis takip etmistir (%4,2). Deney sonunda Lactobacillaceae
orani, tekrar yiikselerek %13,2 seviyesine ¢ikmis olmasina karsin, baslangi¢ noktasina kiyasla

yaklasik yarisina kadar diismiistiir.

Enterobacteriaceae oranlari, her iki grupta da TO aninda %2’nin altinda olmasina
karsin, deney siiresi boyunca farkli zaman noktalarinda mikrobioyotada baskinlik gostermistir.
Kontrol grubunda Enterobacteriaceae orani, baslangi¢ noktasindan sekizinci haftanin sonuna
kadar kademeli olarak artmustir (sirasi ile %2, %24,9, %46 ve %65,6). Deney sonunda
Enterobacteriaceae, T8 anindaki nispi oranina gore bir miktar azalmis olmasina karsin
(%45,3), baslangic noktasina kiyasla onemli derecede artmis ve T4 anindan itibaren
mikrobiyotadaki baskinligini korumustur. Miidahale grubunda Enterobacteriaceae orani,
birinci haftanin sonunda bir miktar artis gdstermis (%3,2) ve ikinci haftanin sonundan
dordiincii haftanin sonuna kadar kademeli olarak azalmistir (sirasi ile %3 ve %2,5). Sekizinci

haftanin sonunda ise pik yaparak %12,8 seviyesine ¢ikmis ve mikrobiyotadaki en baskin ikinci
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familya haline gelmistir. Deney sonunda Enterobacteriaceae, dramatik bir diisiisle %5,4
seviyesine gerilemis olmasina karsin, baglangic noktasina kiyasla yaklasik bes katina
cikmustir,

Lachnospiraceae orani, kontrol grubunda ilk haftanin sonundaki hafif diisiisii takiben
ikinci haftanin sonunda %27,1 seviyesine ¢ikarak mikrobiyotadaki baskin familya haline
gelmistir. Dordiincti haftanin sonundan sekizinci haftanin sonuna kadar kademeli olarak
azalan (sirast ile %11,8 ve %2,7) Lachnospiraceae orani, deney sonunda hizli bir artigla
%12,7 seviyesine gelerek, baslangi¢c noktasina kiyasla yaklasik iki bucuk katina ¢ikmustir.
Miidahale grubunda ise Lachnospiraceae orani, ilk haftanin sonunda pik yaparak baskin
familya haline gelmis (%19,4), bu noktadan sonra ise dordiincii haftanin sonuna kadar
kademeli olarak azalmustir (sirasi ile %7,3 ve %5,4). Sekizinci haftanin sonunda %8,6’ya ¢ikan
Lachnospiraceae orani, deney sonunda tekrar azalarak %7,8 seviyesine gerilemis olmasina

karsin, baglangi¢ noktasina kiyasla yaklagik dort katina gikmustir.

Clostridiaceae orani, kontrol grubunda ilk haftanin sonunda pik yaparak %10,4
seviyesine ¢cikmis ve bu noktadan sonra genel olarak azalma egilimi gdstermistir. Ikinci
haftanin sonunda %3,5 seviyesine diisen Clostridiaceae orani, dérdiincii haftanin sonuna dek
sabit kalmis ve sekizinci haftanin sonunda %2,3’e kadar diigmiistiir. On ikinci haftanin
sonunda %3,6 seviyesine tekrar ¢ikan Clostridiaceae, baslangi¢c noktasina kiyasla deney
sonunda hafif bir artis gostermistir. Miidahale grubunda ise Clostridiaceae orani, deney siiresi
boyunca dalgali bir seyir izlemistir; ilk haftanin sonundaki artis1 (%8,1), ikinci haftanin
sonundaki disiis (%5,8) ve dordiincti haftanin sonundaki artig takip etmistir (%13). Bu
noktadan sonra kademeli olarak azalmis olmasina karsin (sirasi ile %7,7 ve %6,3),

Clostridiaceae orani, deney sonunda baslangi¢ noktasina kiyasla hafif bir artig gostermistir.

Bacteroidaceae orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir diisiis
gosterirken (%]1,1) ikinci haftanin sonunda yiikselise ge¢mis (%4) ve dordiincii haftanin
bitimiyle tekrar gerileme gostermistir (%2,4). Bacteroidaceae orani, sekizinci haftanin
sonundan itibaren kademeli olarak artmasina karsin (siras1 ile %3,2 ve %4,6), deney sonunda,
baslangi¢ noktasina kiyasla yaklasik yarisina kadar diismiistiir. Miidahale grubunda ise
Bacteroidaceae oraninda ilk haftanin sonundan dérdiincii haftanin sonuna kadar kademeli bir
artis gozlemlenmistir (siras1 ile %3,2, %54 ve %9,6). Sekizinci haftanin sonunda

Bacteroidaceae orani yaklasik yari yariya azalmasina karsin (%5,4), on ikinci haftanin
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sonunda tekrar artarak %8,7 seviyesine ¢ikmis ve baslangi¢ noktasina kiyasla nispi goklugunu

yaklasik tice katlamigtir.

Veillonellaceae orani, kontrol grubunda ilk haftanin sonunda hafif¢e artmis (%3,4),
ikinci haftanin sonunda ise dramatik bir diisiisle %1’in altina inmistir. Bu noktadan itibaren
sekizinci haftanin sonuna kadar kademeli olarak artan Veillonellaceae (sirasi ile %1,6 ve
%3,5), deney sonunda tekrar diiserek %1,5 seviyesine inmis ve baslangi¢ noktasina kiyasla bir
miktar azalmistir. Miidahale grubunda ise Veillonellaceae orani, ilk haftanin sonunda hafifce
artmis (%6,9) ve ikinci haftanin sonunda pik yaparak mikrobiyotadaki baskin familya haline
gelmistir (%24,9). Bu noktadan itibaren dalgali bir seyir izleyen Veillonellaceae orani,
dordiincti haftanin sonunda dramatik bir disiisle %8,7 seviyesine gerilemis ve sekizinci
haftanin sonunda tekrar artarak %12,9’a ¢ikmigtir. Deney sonunda tekrar diiserek %11,1%¢
gerilemis olmasia karsin Veillonellaceae, baslangi¢ noktasina kiyasla yaklasik iki katina

ulagmistir.

Erysipelotrichaceae ve Bifidobacteriaceae oranlari, hem kontrol hem de miidahale
grubunda dalgali bir seyir izlemistir. Baslangi¢ seviyeleriyle kiyaslandiginda, deney sonunda,
Erysipelotrichaceae oranlari, kontrol grubunda yaklasik yarisina kadar inerken, miidahale
grubunda hafifce azalmistir (siras1 ile %5,6 ve %3,5). Bununla birlikte, Bifidobacteriaceae
oranlari, gruplarda, baslangic seviyelerine gére 6nemli miktarda diisiis gostermistir (kontrol

ve miidahale grubu i¢in sirasi ile %0,4 ve %2,9).

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek icin ana
familyalarin goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, miidahale grubuna ait
ornekler (T0-3 — T12-3), kontrol grubuna ait drneklere (T0-1 — T12-1) gore daha kiimeli bir
dagilim gostermistir. (Sekil 3.12-C). Buna gore, familya seviyesinde, kontrol grubunun
mikrobiyal kompozisyonunda, miidahale grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal
degisimler meydana gelmistir. Ayrica kontrol grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler
arasindaki uzakligin, miidahale grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Bu farklilik,
kontrol grubunun mikrobiyotasinda, miidahale grubuna kiyasla, baslangi¢ noktasina gore
deney sonunda familyalar aras1 daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna
dikkat gekmektedir.
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Sekil 3.12. Disi siganlarda en fazla goriilen 15 familya. A) Kontrol grubundaki siganlarda zamana
gore degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gore degisim C) Tiim disi si¢anlarin
Temel Koordinat Analizi (PCoA).



Kontrol ve miidahale grubunda yer alan disi si¢anlarin digki numunelerinde, baskin
cinsler Lactobacillus, Escherichia, Blautia, Bacteroides ve Veillonella olarak saptanmis, bu
cinsleri, Bifidobacterium, Prevotella, Allobaculum, Clostridium ve Pediococcus izlemistir
(Sekil3.13-A/B). Kontrol grubunda, TO anindaki digki mikrobiyotasini, %14,3 Lactobacillus,
%10,3 Allobaculum, %10,1 Staphylococcus, %9,3 Bacteroides, %8,2 Bifidobacterium, %5,9
Prevotella, %4,4 Blautia, %3,2 Pediococcus, %2,4 Olivibacter, %2,1 Clostridium ve %29,8
diger cinsler olusturmaktadir. Miidahale grubunda ise, TO anindaki digki mikrobiyotasini
%19,8 Lactobacillus, %10,7 Bifidobacterium, %7,1 Bacillus, %6,6 Paenibacillus, %5,5
Veillonella, %5,3 Pediococcus, %5 Allobaculum, %3,5 Alkaliphilus, %3,1 Bacteroides %2,9
Olivibacter, %2,4 Butyricimonas ve %28,1 diger cinsler olusturmaktadir. Bu oranlar, siganlar

yas aldikca 6nemli 6l¢iide degisim gostermistir.

Lactobacillus oranlari, hem kontrol hem de miidahale grubunda dalgali bir seyir
izlemistir. Kontrol grubunda, ilk haftanun sonundaki hizli artis1 (%30,8), ikinci haftanin
sonundaki dramatik diistis (%2,1) ve dordiincii haftanin sonundaki artig takip etmistir (%5,6).
Sekizinci haftanin sonunda %1,3 seviyesine kadar gerileyen Lactobacillus orani, on ikinci
haftanin sonunda hafif bir artigla %1,6’ya ¢ikmis olmasina karsin, baglangic noktasina kiyasla
onemli derecede azalmistir. Miidahale grubunda ise, ilk iki haftanin sonundaki kademeli diisiis
trendini (sirasi ile %10,1 ve %5,4), dordiincii haftanin sonundaki artis (%10,7) ve sekizinci
haftanin sonundaki dramatik diisiis takip etmistir (%3,7). Deney sonunda Lactobacillus orani,
tekrar yiikselerek %12 seviyesine ¢ikmis olmasina karsin, baslangi¢ noktasina kiyasla yaklasik

ticte ikisine kadar diismiistiir.

Escherichia oranlari, her iki grupta da TO aninda %2’nin altinda olmasina karsin,
deney siiresi boyunca farkli zaman noktalarinda mikrobiyotada baskinlik gdstermistir. Kontrol
grubunda Escherichia orani, baslangi¢ noktasindan sekizinci haftanin sonuna kadar kademeli
olarak artmigtir (sirasi ile %0,7, %23,7, %30,1 ve %39,9). Deney sonunda Escherichia, T8
anindaki nispi oranina gore bir miktar azalmis olmasina karsin (%25,5), baslangi¢ noktasina
kiyasla onemli derecede artmig ve T2 anindan itibaren mikrobiyotadaki baskinligin
korumustur. Miidahale grubunda Escherichia orani, birinci haftanin sonunda bir miktar artis
gostermis (%1,2) ve ikinci haftanin sonundan dérdiincii haftanin sonuna kadar bu oranda
onemli bir degisim ger¢eklesmemistir. Sekizinci haftanin sonunda ise pik yaparak %5,9
seviyesine ¢ikmig ve mikrobiyotadaki en baskin tigiincii cins haline gelmistir. Deney sonunda
Escherichia, dramatik bir diisiisle %2,3 seviyesine gerilemis olmasina karsin, baslangic

noktasina kiyasla yaklasik dort buguk katina ¢ikmustir.
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Blautia orani, kontrol grubunda deney siiresi boyunca inigli ¢ikish bir egilim
gostermistir; ilk haftanin sonundaki diisiisii (%2,1), ikinci haftanin sonundaki hizli artig
(%21,1) ve dordiincii ve sekizinci haftalarin sonundaki kademeli diisiis takip etmistir (sirasi
ile %13 ve %3). Deney sonunda Blautia orani, %14,5 seviyesine ylikselerek baslangic
noktasindaki degerin yaklagik ii¢ katina ¢ikmugtir. Miidahale grubunda ise Blautia orani, ilk
haftanin sonunda hizli bir artis (%15,8) gostererek mikrobiyotadaki baskin cins haline gelmis
olmasina karsin, bu noktadan dordiincii haftanin sonuna kadar kademeli olarak azalmistir
(sirast ile %6,9 ve %4,4). Sekizinci haftanin sonunda tekrar yiikselerek %6,6’ya ¢ikan gelen
Blautia orani, on ikinci haftanin sonunda ayni degeri korumus ve baslangi¢ noktasina kiyasla

yaklasik dort buguk katina ¢ikmustir.

Bacteroides orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir diisiis
gosterirken (%]1,1) ikinci haftanin sonunda yiikselise gecmis (%4,5) ve dordiincii haftanin
bitimiyle tekrar gerileme gostermistir (%3). Bacteroides orani, sekizinci haftanin sonundan
itibaren kademeli olarak artmasina karsin (sirasi ile %4,4 ve %5,7), deney sonunda, baslangi¢
noktasina kiyasla yaklasik {igte ikisine kadar diigmiistiir. Miidahale grubunda ise Bacteroides
oraninda ilk haftanin sonundan dordiincii haftanin sonuna kadar kademeli bir artis
gbzlemlenmistir (siras1 ile %3,4, %5,7 ve %10,3). Sekizinci haftanin sonunda Bacteroides
orani bir miktar azalmasina karsin (%6), on ikinci haftanin sonunda tekrar artarak %9,3

seviyesine ¢ikmig ve baslangi¢ noktasina kiyasla nispi ¢oklugunu yaklasik iice katlamigtir.

Veillonella orani, kontrol grubunda ilk haftanin sonunda hafifce artmis (%3,1), ikinci
haftanin sonunda ise dramatik bir diisiisle %1’in altina inmistir. Bu noktadan itibaren sekizinci
haftanin sonuna kadar kademeli olarak artan Veillonella (sirast ile %1,1 ve %4,4), deney
sonunda tekrar diiserek %1,8 seviyesine inmis olmasina karsin, baglangi¢ noktasina kiyasla
bir miktar artmistir. Miiddahale grubunda ise Veillonella orani, ilk haftanin sonunda hafifce
artmis (%6,2) ve ikinci haftanin sonunda pik yaparak mikrobiyotadaki baskin cins haline
gelmistir (%25,1). Bu noktadan itibaren dalgali bir seyir izleyen Veillonella orani, dordiincii
haftanin sonunda dramatik bir diislisle %8,3 seviyesine gerilemis ve sekizinci haftanin
sonunda tekrar artarak %11,8’e ¢ikmistir. Deney sonunda tekrar diiserek %10,8’e gerilemis

olmasina karsin Veillonella, baslangi¢ noktasina kiyasla yaklasik iki katina ulagmustir.
Bifidobacterium, Prevotella, Allobaculum, Clostridium ve Pediococcus oranlar1, hem

kontrol hem de miidahale grubunda dalgali bir seyir izlemistir. Baslangi¢ seviyeleriyle

kiyaslandiginda, deney sonunda Bifidobacterium oranlari, gruplarda, baslangic seviyelerine
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gore onemli miktarda diisiis gostermistir (kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %0,4 ve
%3). Allobaculum ve Pediococcus cinslerinin nispi ¢oklugu da, benzer sekilde baslangig
seviyelerine kiyasla, deney sonunda azalma gostermistir (kontrol grubu igin sirasi ile %2,5 ve
%0,6; miidahale grubu igin sirasi ile %3,5 ve %1,4). Bununla birlikte, Clostridium oranlari,
deney sonunda, her iki grupta da artarak kontrol grubunda %2,8, miidahale grubunda %3,5
seviyesine ¢ikmistir. Prevotella oranlar ise kontrol grubunda azalirken, miidahale grubunda

artig géstermistir (kontrol ve miidahale grubu i¢in sirasi ile %4,3 ve %4).

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek icin ana cinslerin
goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, miidahale grubuna ait 6rnekler (T0-3 —
T12-3), kontrol grubuna ait orneklere (T0-1 — T12-1) gore daha kiimeli bir dagilim
gostermistir. (Sekil 3.13-C). Buna gore, cins seviyesinde, kontrol grubunun mikrobiyal
kompozisyonunda, miidahale grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler
meydana gelmistir. Ayrica kontrol grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler arasindaki
uzakligin, miidahale grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmustir. Bu farklilik, kontrol
grubunun mikrobiyotasinda, miidahale grubuna kiyasla, baslangi¢ noktasina gore deney
sonunda cinsler arasi daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat
¢ekmektedir.
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Sekil 3.13. Disi siganlarda en fazla goriilen 15 cins. A) Kontrol grubundaki si¢anlarda zamana gore
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gore degisim C) Tim disi siganlarin Temel
Koordinat Analizi (PCoA).
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Kontrol ve miidahale grubunda yer alan disi si¢anlarin digki numunelerinde, baskin
tirler E.albertii, V.criceti, A.stercoricanis, B.choerinum ve S.entomophila olarak saptanmus,
bu tiirleri, B.coccoides, P.argentinicus, L.johnsonii, L.ultinensis ve Lactobacillus hayakitens
izlemistir (Sekil3.14-A/B). Kontrol grubunda, TO anindaki digki mikrobiyotasini, %15,8
A.stercoricanis, %9,1 B.choerinum, %5,3 L.ultinensis, %4,7 P.argentinicus, %2,9 L.johnsonii,
%2,6 B.coccoides, %2,3 Paraprevotella clara, %2,3 L.antri ve %55 diger tiirler
olugturmaktadir.  Miidahale grubunda ise, TO anindaki digki mikrobiyotasin1t %11,1
B.choerinum, %9,3 Paenibacillus cellulosilyticus, %9,2 L.ultunensis, %6,9 A.stercoricanis,
%6,7 V.criceti, %4,4 Alkaliphilus crotonatoxidans, %4 Pediococcus cellicola, %3,2
P.argentinicus, %2,9 L.acidophilus, %2,3 L.johnsonii, %2,1 Butyricimonas virosa, %2,1
Lactobacillus gigeriorum ve %35,8 diger tiirler olusturmaktadir. Bu oranlar, siganlar yas

aldik¢a 6nemli 6l¢iide degisim gostermistir.

E.albertii oranlari, her iki grupta da TO aninda %2 nin altinda olmasina karsin, deney
stiresi boyunca farkli zaman noktalarinda mikrobiyotada baskinlik gdstermistir. Kontrol
grubunda E.albertii orani, baslangi¢c noktasindan sekizinci haftanin sonuna kadar kademeli
olarak artmustir (sirast ile %0,8, %31,7, %38,8 ve %46,8). Deney sonunda ise E.albertii, T8
anindaki nispi oranina gore bir miktar azalmis olmasina karsin (%36,1), baslangi¢ noktasina
kiyasla onemli derecede yiikselmis ve T2 anindan itibaren mikrobiyotadaki baskinligini
korumustur. Miidahale grubunda E.albertii orani, birinci haftanin sonunda bir miktar artis
gostermis (%1,9), ikinci haftanin sonunda azalmis (%1,5) ve dordiincii haftanin sonuna kadar
onemli bir degisim gostermemistir. Sekizinci haftanin sonunda pik yaparak %8,7 seviyesine
¢ikan E.albertii, mikrobiyotadaki en baskin ikinci tiir haline gelmis, ancak deney sonunda
dramatik bir diistisle %3,4 seviyesine gerilemistir. Buna karsin, baglangi¢ noktasina kiyasla

onemli bir artis gdstermistir.

V.criceti, kontrol grubunda baslangic noktasinda %2’nin altinda olmasina kargin
(%0,4), T1 ve T8 zaman noktalarinda nispi ¢oklugu %3,8’¢ ulasmis, ancak deney sonunda, bu
oran tekrar %2’nin altina inmistir. Miidahale grubunda ise, V.criceti orani, baslangi¢
noktasindan ikinci haftanin sonuna kadar kademeli olarak artmus (sirasi ile %8,7 ve %29,6) ve
T2 aninda mikrobiyotadaki baskin tiir haline gelmistir. Bu noktadan itibaren inisli ¢ikiglh bir
seyir izleyen V.criceti, dordiincti haftanin sonunda dramatik bir diisiisle %10,7’ye gerilemis,
sekizinci haftanin sonunda ise bir miktar artarak %12,7’ye ¢ikmistir. Deney sonunda %12,4’e

gerileyen V.criceti orani, baslangi¢ noktasiyla kiyaslandiginda yaklasik iki katina ulagmistir.
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A.stercoricanis orani, kontrol grubunda, ilk haftanin sonunda dramatik bir diisiis
gosterirken (%4,2) ikinci haftanin sonunda tekrar yiikselise gecmis (%5,7) ve bu noktadan
sekizinci haftanin sonuna kadar kademeli olarak azalmustir (sirasi ile %3,8 ve %1,9). Deney
sonunda %3,8 seviyesine tekrar yiikselmesine karsin, baslangic noktasina kiyasla yaklasik
dortte birine kadar diismiistiir. Miidahale grubunda ise A.stercoricanis oranlar1 dalgali bir seyir
izlemistir; ilk haftanin sonundaki dramatik diisiisii (%1,7), ikinci haftanin sonundaki hizli artig
(%8.,4) takip etmis, dordiincii haftanin sonunda ise A.stercoricanis tekrar %1,7 seviyesine
diismiis ve sekizinci haftanin sonuna kadar 6nemli bir degisim gostermemistir. Deney sonunda
%S5 seviyesine ¢ikmasina karsin, baglangi¢ noktasina kiyasla A.stercoricanis orani bir miktar

azalmistir.

B.choerinum oranlari, iki grupta da dalgali bir seyir izlemesine karsin deney siiresi
boyunca genel olarak diisme egilimi gdstermistir. Kontrol grubunda ilk haftanin sonunda artan
B.choerinum orani, ikinci haftanin sonunda %0,7 seviyesine kadar diigmiis ve daha sonra
dordiincii haftanin sonunda tekrar bir miktar artmistir (%1,2). T4’ten deney sonuna kadar
kademeli olarak diigiis gosteren B.choerinum orani (sirasi ile %0,4 ve %0,2), baslangic
noktasina kiyasla dnemli derecede azalmigtir. Miidahale grubunda ise, ilk haftanin sonundaki
hizli diisiisii (%2,1), ikinci haftanin sonundaki hafif artis izlemis (%2,6) ve ve doérdiinci
haftanin sonunda tekrar bir diisiis meydana gelmistir (%1). Bu noktadan deney sonuna kadar
kademeli olarak artis gostermesine karsin B.choerinum orani (sirast ile %1,9 ve %3), baslangic

noktasina kiyasla yaklagik dortte birine kadar diismiistiir.

S.entomophia oranlari, TO aninda iki grupta da %1’in altinda olmasina karsin, deney
sonuna dogru oOzellikle kontrol grubunda oOnemli derecede artis gostermistir. Kontrol
grubunda, ilk iki haftanin sonuna kadar %1’in altinda olan S.entomophia, dordiincii haftanin
sonunda %5,8’e yiikselmis ve sekizinci haftanin sonunda %15,1’e ¢ikarak mikrobiyotadaki
ikinci baskin tiir haline gelmistir. Deney sonunda %10,9’a inmesine karsin, baskin tiirler
arasindaki sirasini korumustur. Miidahale grubunda ise S.entomophia orani, dordiincii haftanin
sonuna kadar %1’in altinda kalmustir. Sekizinci haftanin sonunda hizli bir artigla %3,1’e
¢itkmasina karsin S.entomophia, deney sonunda %1,2’ye diiserek, baslangig¢ seviyesinin {istiine

cikmis ancak fark edilir bir artig gostermemistir.

B.coccoides, P.argentinicus, L.johnsonii, L.ultinensis ve L.hayakitens oranlar1 ise hem
kontrol hem de miidahale grubunda deney siiresi boyunca dalgali bir seyir izlemistir.

B.coccoides oranlari, iki grupta da deney sonunda baslangic seviyesine kiyasla artarken
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(kontrol ve miidahale grubu igin sirasi ile %5,8 ve %2,2); P.argentinicus, L.johnsonii ve
L.ultinensis oranlar iki grupta da diisme egilimi gostermistir (kontrol grubu igin sirasi ile
%0,7, %0,4 ve <%0,1; miidahale grubu i¢in sirasi ile %2,1, %1 ve %0,1). Bununla birlikte,
L.hayakitens oranlari, baslangi¢ noktasina kiyasla, kontrol grubunda azalirken (%0,8)
miidahale grubunda artmistir (%8,9).

Numuneler arasindaki yapisal farkliliklar1 daha iyi degerlendirmek i¢in ana tiirlerin
goreceli oranlarina dayanarak yapilan PCoA’ya gore, miidahale grubuna ait 6rnekler (T0-3 —
T12-3), kontrol grubuna ait orneklere (TO-1 — T12-1) gore daha kiimeli bir dagilim
gostermistir. (Sekil 3.14-C). Buna gore, tiir seviyesinde, kontrol grubunun mikrobiyal
kompozisyonunda, miidahale grubuna kiyasla deney siireci boyunca daha radikal degisimler
meydana gelmistir. Ayrica kontrol grubunda, TO ve T12 anina ait numuneler arasindaki
uzakligin, miidahale grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Bu farklilik, kontrol
grubunun mikrobiyotasinda, miidahale grubuna kiyasla, baslangi¢c noktasina gore deney
sonunda tirler arasi daha belirgin bir yapisal degisikligin s6z konusu olduguna dikkat
¢ekmektedir.
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Sekil 3.14. Disi siganlarda en fazla goriilen 20 tiir. A) Kontrol grubundaki siganlarda zamana goére
degisim, B) Tartrazin miidahalesi alan siganlarda zamana gore degisim C) Tim disi siganlarin Temel
Koordinat Analizi (PCoA).
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3.3.1. Erkek Sicanlarda Tartrazinin Diski Mikrobiyotas1 Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

Erkek sicanlarin digski mikrobiyotasinda, hem zamana (Boliim 3.2.1.’de 6zetlenmistir)
hem de tartrazin miidahalesine bagli birtakim degisiklikler meydana gelmistir. Yapilan PCoA
analizlerine gore, kontrol ve miidahale grubunda yer alan erkek sicanlarda, TO anindaki disk1
mikrobiyotasinin kompozisyonu, tiir, cins, familya, takim, simf ve filum seviyesinde
birbirinden farklilik géstermektedir (siras1 ile Sekil 3.8-C, Sekil 3.7-C, Sekil 3.6-C, Sekil 3.5-
C, Sekil 3.4-C, Sekil 3.3-C). Baslangi¢ noktasindaki baskin filumlarin dagilimi
kiyaslandiginda, kontrol grubunda Proteobacteria, miidahale grubuna kiyasla daha yaygin
iken; miidahale grubunda ise Firmicutes ve Bacteroidetes, kontrol grubuna kiyasla daha
yaygindir (Sekil 3.3-A/B). Bu farklilik, tartrazin miidahalesinin salt etkisini degerlendirmeyi
zorlastirsa da, deney siiresi boyunca digki mikrobiyotasindaki bakterilerin nispi ¢oklugunda
meydana gelen artma-azalma egilimleri, gruplar arasinda degisim gostermistir. Buna gore,
tartrazin miidahalesiyle Proteobacteria filumunun nispi ¢oklugu artarkan, Firmicutes’in nispi
coklugu azaltmistir (6zellikle sekizinci haftadan sonra). Bacteroidetes filumunda hem kontrol
hem de miidahale grubunda bir diisiis meydana gelirken, tartrazin alan gruptaki mutlak
degisim, kontrol grubuna kiyasla daha fazla olmustur. Actinobacteria filumu ise, her iki grupta
da benzer bir diistis trendi gostermistir (Sekil 3.3-A/B). Smif seviyesinde bu degisimler,
Gammaproteobacteria’da  (Proteobacteria), Bacilli’"de (Firmicutes), Bacteroidia’da
(Bacteroidetes) ve Actinobacteria’da (Actinobacteria) gozlenmistir (Sekil 3.4-A/B). Takimlar
arast  farkliliklar incelendiginde ise tartrazin miidahalesi, Enterobacteriales’in
(Gammaproteobacteria) iiremesini tesvik etmis, Lactobacilliales (Bacilli), Bacteroidales
(Bacteroidia) ve Bifidobacteriales’teki (Actinobacteria) diisme siddetini kontrole kiyasla
artirmigtir (Sekil 3.5-A/B). Familya seviyesinde en belirgin fark, Enterobacteriaceae,
Lactobacillaceae ve Bifidobacteriaceae’dedir; buna goére tartrazin miidahalesi ile
Enterobacteriaceae nin nispi ¢oklugu (Enterobacteriales) artarken, Lactobacillaceae
(Lactobacilliales) ve Bifidobacteriaceae (Bifidobacteriales) familyalari, kontrole kiyasla daha
siddetli bir disme egilimi gostermistir (Sekil 3.6-A/B). Kontrol ve miidahale grubunun
degisim trendleri arasinda farkliliklar olmakla birlikte, bahsi gegen bakteri gruplarinin deney

sonundaki nispi ¢okluklari, gruplar arasinda ¢ogunlukla benzerdir.

Cins ve tiir seviyesindeki farkliliklar, tist taksonomik basamaklara gore daha minimaldir.
Ancak yine de, bu seviyelerde de tartrazin miidahalesinin gézlemlenebilir etkilerinden s6z

etmek miimkiindiir. Tartrazin, kontrol grubunun aksine, Escherichia cinsinin (&zellikle
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E.albertii) tiremesini arttrmigtir. Ek olarak, tartrazin, Lactobacillus ve Bifidobacterium
cinslerinde (6zellikle B.choerinum) meydana gelen diisiisii, kontrole kiyasla, oransal olarak
arttirmigtir (Sekil 3.7-A/B ve Sekil 3.8-A/B). Gruplarda bakteri popiilasyonlarinda meydana

gelen degisimler Cizelge 3.1.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1. Erkek siganlarda kontrol ve miidahale gruplarinin bagirsak mikrobiyotasinda deney basindan sonuna (T0-T12) kadar meydana gelen degisiklikler

T0 Kontrol (K) (TO 2 T12) Miidahale (M) (T0 2 T12) T12
Erkek K>M Proteobacteria < Proteobacteria 11 M>K
K>M Gammaproteobacteria |, Gammaproteobacteria 11 M>K
K>M Enterobacteriales | Enterobacteriales 11 K~M
K>M Enterobacteriaceae | Enterobacteriaceae 11 K~M
K>M Escerichia | Escerichia 1 K~M
K>M E.albertii | E.albertii 1 K~M
M>K Firmicutes 1 Firmicutes | K>M
K~M Clostridia 1 Clostridia <« K>M
K~M Clostridiales 1 Clostridiales < K>M
K~M Lachnospiraceae 1 Lachnospiraceae < K~M
K~ Blautia 1 Blautia — K=
K~M B.coccoides 1 B.coccoides <~ K=
K~ Bacilli 1 Bacilli ||| K>M
M>K Lactobacilliales | Lactobacilliales || K=
M>K Lactobacillaceae | Lactobacillaceae || K=
M>K Lactobacillus | Lactobacillus || K=
M>K L.johnsoni | L.johnsoni || K~M
M>K L.ultunensis < L.ultunensis || K~M
K= L.hayakitensis <> L.hayakitensis | K=
K>M Bacilliales 11 Bacilliales < K>M
M>K Bacteroidetes | Bacteroidetes || M>K
M>K Bacteroidia | Bacteroidia || M>K
M>K Bacteroidales | Bacteroidales || M>K
M>K Bacteroidaceae | Bacteroidaceae | M>K
M>K Bacteroides | Bacteroides | M>K
K~M B.sartorii 1 B.sartorii & K>M
M>K Prevotellaceae <~ Prevotellaceae | K~M
M>K Prevotella | Prevotella || M>K




L6

Cizelge 3.1. Devam. Erkek si¢anlarda kontrol ve miidahale gruplarinin bagirsak mikrobiyotasinda deney bagindan sonuna (T0-T12) kadar meydana gelen degisiklikler

T0 Kontrol (K) (TO 2 T12) Miidahale (M) (T0 2 T12) T12
Erkek K= Actinobacteria | Actinobacteria | K~M
K= Actinobacteria | Actinobacteria |, K~M
M>K Bifidobacteriales | Bifidobacteriales || K~M
M>K Bifidobacteriaceae | Bifidobacteriaceae || K~M
M>K Bifidobacterium | Bifidobacterium || K~M
M>K B.choerinum | B.choerinum || K~M




Erkek si¢anlarin digki mikrobiyotasindaki bakteri gruplarinin yani sira, baskin filumlarin
birbirine olan oranm1 da hem zamana hem de tartrazin miidahalesine bagli olarak degisim
gostermistir. Firmicutes/Bacteroidetes orani, hem kontrol hem de miidahale grubunda, on iki
haftalik deney periyodunun sonunda artismistir. Kontrol grubunda, 1,79 olan oran, 7,67’ ye
¢ikarken; miidahale grubunda 1,4 olan oran 1,72’ye ¢ikmistir. Buna gore, tartrazin miidahalesi,
baslangigta benzer olan Firmicutes/Bacteroidetes oranindaki zamana bagli artis1 oransal

olarak diistirmistiir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Erkek sicanlarda kontrol ve miidahale gruplarinda deney basi ve sonundaki
Firmicutes/Bacteroidetes oranlar1

Erkek
TO T12
Kontrol 1,79 7 7,67
Miidahale 14 1 1,72

3.3.2. Disi Sicanlarda Tartrazinin Diski Mikrobiyotasi Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

Disi siganlarin diski mikrobiyotasinda da, erkek sicanlara benzer sekilde, hem zamana
(Bolim 3.2.2.°de 6zetlenmistir) hem de tartrazin miidahalesine bagl birtakim degisiklikler
meydana gelmistir. Yapilan PCOA analizlerine gore, kontrol ve miidahale grubunda TO
anindaki diski mikrobiyotasinin kompozisyonu, tiim taksonomik basamaklar i¢in benzerlik
gostermektedir (Sekil 3.9-C, Sekil 3.10-C, Sekil 3.11-C, Sekil 3.12-C, Sekil 3.13-C ve Sekil
3.14-C). Deney siiresi boyunca, tartrazin miidahalesinin etkisiyle, gruplardaki baskin bakteri
topluluklarinin géreceli dagilimi arasinda birtakim ayrigmalar meydana gelmistir. Buna gore
tartrazin miidahalesi, Proteobacteria’daki artig egiliminin siddetini, kontrol grubuna kiyasla
diistiriirken, Bacteroidetes tiremesini arttirmistir. Firmicutes filumunun nispi ¢oklugu, her iki
grupta da azalmus, ancak kontrol grubundaki mutlak degisim, tartrazin grubuna kiyasla daha
fazla olmustur. Actinobacteria filumu ise, gruplarda benzer bir diisiis trendi gostermistir (Sekil
3.9-A/B). Smif seviyesinde bu etkiler, Gammaproteobacteria’da (Proteobacteria), Bacilli’de
(Firmicutes), Bacteroidia’da (Bacteroidetes) ve Actinobacteria’da (Actinobacteria)
gozlenmistir (Sekil 3.10-A/B). Ek olarak Clostridia sinifi (Firmicutes) her iki grupta da artmus,
ancak tartrazin alan gruptaki mutlak degisim daha fazla olmustur. Takimlar arasi farkliliklar
incelendiginde ise, tartrazin miidahalesi kontrol grubuna kiyasla, Enterobacteriales’teki
(Gammaproteobacteria) artis egiliminin siddetini azaltmus, Clostridiales (Clostridia) ve

Bacteroidales’i (Bacteroidia) arttirmis, Lactobacilliales (Bacilli) ve Bifidobacteriales’te

98



(Actinobacteria) meydana gelen diisiisiin siddetini azaltmustir (Sekil 3.11-A/B). Familya
seviyesinde en belirgin farklar, Enterobacteriaceae (Enterobacteriales), Lactobacillaceae
(Lactobacilliales), Bacteroidaceae (Bacteroidales), Bifidobacteriaceae (Bifidobacteriales),
Veillonellaceae (Clostridiales) ve Rumminococcaceae (Clostridiales)’dedir. Buna gore
tartrazin miidahalesi kontrolle kiyaslandiginda, Enterobacteriaceae’da meydana gelen artig
egiliminin giddetini azaltirken, Bacteroidaceae, Veillonellaceae ve Rumminococcaceae
familyalarin1  kontrol grubunun aksine arttirmistir. Ek olarak, Lactobacillaceae ve
Bifidobacteriaceae familyalarinda her iki grupta da zamana bagh bir diisiis meydana gelmekle
birlikte, kontrol grubundaki mutlak degisim daha fazla olmustur (Sekil 3.12-A/B). Farkli
taksonomik basamaklar i¢in bahsi edilen bakteri gruplarinin deney sonundaki nispi ¢okluklari,
degisim trendlerine de paralale olarak gruplar arasinda farklilik gdstermistir. Buna gore,
Proteobacteria ve alt taksonomik basamaklarinin deney sonundaki nispi ¢oklugu, kontrol
grubunda midahale grubuna kiyasla daha fazla iken; Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria ve alt taksonomik basamaklarinin deney sonundaki nispi ¢oklugu, miidahale

grubunda kontrol grubuna kiyasla daha fazladir.

Cins ve tiir seviyesindeki farkliliklar, ist taksonomik basamaklara gore daha minimaldir.
Ancak yine de, bu seviyelerde de tartrazin miidahalesiyle birlikte birtakim gozlemlenebilir
degisiklikler meydana gelmistir. Tartrazin, Escherichia ve Serratia’da (6zellikle E.albertii ve
S.entomophia) meydana gelen artis egiliminin siddetini, kontrole kiyasla, azaltirken,
Bacteroides (6zellikle B.sartorii) ve Veillonella’nin (6zellikle V.criceti) nispi g¢oklugunu
arttrmistir. Ek olarak, tartrazin, Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerinde (6zellikle
B.choerinum) meydana gelen diisiisii, kontrole kiyasla, yavaslatmigtir (Sekil 3.13-A/B ve Sekil
3.14-A/B). Gruplarda bakteri popiilasyonlarinda meydana gelen degisimler Cizelge3.3’de

Ozetlenmigtir.
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Cizelge 3.3. Disi sicanlarda kontrol ve miidahale gruplarinin bagirsak mikrobiyotasinda deney basindan sonuna (T0-T12) kadar meydana gelen degisiklikler

T0 Kontrol (K) (T0 > T12) Miidahale (M) (T0 2 T12) T12
Disi K= Proteobacteria 11 Proteobacteria 1 K>M
K= Gammaproteobacteria 11 Gammaproteobacteria 1 K>M
K~M Enterobacteriales 11 Enterobacteriales 1 K>M
K~M Enterobacteriaceae 11 Enterobacteriaceae 1 K>M
K~M Escerichia 11 Escerichia 1 K>M
K~M E.albertii 11 E.albertii 1 K>M
K~M Serratia 1 Serratia < K>M
K~M S.entomophila 11 S.entomophila K>M
M>K Firmicutes || Firmicutes | M>K
K~M Clostridia 1 Clostridia 11 M>K
K~ Clostridiales 1 Clostridiales 11 M>K
K>M Lachnospiraceae 1 Lachnospiraceae 1 K>M
K>M Blautia 11 Blautia 1 K>M
K>M B.coccoides 11 B.coccoides 1 K>M
M>K Veillonellaceae < Veillonellaceae 11 M>K
M>K Veillonella < Veillonella 11 M>K
M>K V.criceti V.criceti 11 M>K
K=M Ruminococcaceae — Ruminococcaceae 1 M>K
K~M Ruminococcus < Ruminococcus 1 M>K
K= Ruminococcus callidus < Ruminococcus callidus 1 M>K
M>K Bacilli || Bacilli | M>K
M>K Lactobacilliales || Lactobacilliales | M>K
M>K Lactobacillaceae || Lactobacillaceae | M>K
M>K Lactobacillus || Lactobacillus | M>K
K= L.johnsoni | L.johnsoni | K~M
M>K L.ultunensis | L.ultunensis || ~M
K= L.hayakitensis <> L.hayakitensis 1 M>K
M>K Bacilliales | Bacilliales | | K~M




T0T

Cizelge 3.3. Devam Disi siganlarda kontrol ve miidahale gruplarinin bagirsak mikrobiyotasinda deney basindan sonuna (T0-T12) kadar meydana gelen degisiklikler

T0 Kontrol (K) (TO 2 T12) Miidahale (M) (T0 2 T12) T12
Disi K>M Bacteroidetes | Bacteroidetes 1 M>K
K>M Bacteroidia | Bacteroidia 1 M>K
K>M Bacteroidales | Bacteroidales 1 M>K
K>M Bacteroidaceae | Bacteroidaceae 1 M>K
K>M Bacteroides | Bacteroides 1 M>K
K~M B.sartorii — B.sartorii 1 M>K
K~M Actinobacteria | Actinobacteria | K~M
K~M Actinobacteria || Actinobacteria | M>K
K~M Bifidobacteriales || Bifidobacteriales | M>K
K= Bifidobacteriaceae || Bifidobacteriaceae | M>K
M>K Bifidobacterium || Bifidobacterium | M>K
K~M B.choerinum || B.choerinum | M>K




Disi siganlarin diski mikrobiyotasindaki bakteri gruplarimin yam sira, baskin filumlarin
birbirine olan oranm1 da hem zamana hem de tartrazin miidahalesine bagli olarak degisim
gostermistir. Firmicutes/Bacteroidetes orani, kontrol grubunda, on iki haftalik deney
periyodunun sonunda artis gosterirken, miidahale grubunda azalmistir. Kontrol grubunda, 2,27
olan oran, 2,98’ ¢ikarken; miidahale grubunda 4,11 olan oran 2,72’ye diigsmiistiir. Buna gore,
tartrazin miidahalesi, Firmicutes/Bacteroidetes oranini, hem baglangi¢ seviyesine hem de

kontrol grubuna kiyasla diistirmistiir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Disi siganlarda kontrol ve miidahale gruplarinda deney basi ve sonundaki
Firmicutes/Bacteroidetes oranlar1

Disi
TO T12
Kontrol 2,27 1 2,98
Miidahale 4,11 1l 2,72

3.4. Erkek ve Disi Sicanlarin Diski Mikrobiyotasinda Bakteri Cesitliliginde

Meydana Gelen Degisimin Degerlendirilmesi

Erkek ve disi siganlarin diski numunelerindeki bakteri tlirleri temel alinarak
hesaplanan Shannon Cesitlilik Indeksi (H) degerleri Cizelge 3.5te verilmistir. Ekosistemdeki
bakteri gesitliligi arttikga degeri artan Shannon indeksi, baslangi¢ noktasinda, hem erkek hem
de disilerde, kontrol ve miidahale gruplari arasinda anlamli bir farkliik gostermektedir
(p<0,001). Erkek siganlarda, kontrol grubunda, deney basi ve sonundaki Shannon degeri
benzerlik gosterirken (p=0,965); miidahale grubunda, deney sonunda Shannon degeri
azalmistir (p<0,001). Disi sicanlarda ise, kontrol grubunda Shannon degeri azalirken
(p<0,001), miidahale grubunda artis gostermistir (p<0,001). Deney sonunda, erkek sican
gruplarmin Shannon degerleri benzerlik gosterirken (p=0,4); disi siganlarda, miidahale

grubunun Shannon degeri kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur (p<0,001).
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Cizelge 3.5. Erkek ve Disi Siganlarin Digki Numunelerindeki Bakteri Tiirleri Temel Alinarak

Hesaplanan Shannon Cesitlilik Indeksi Degerleri

ERKEK Disi
Kontrol Miidahale p” Kontrol Miidahale p*

TO 3,108 3,704 <0,001 4,022 3,78 <0,001
T1 3,205 3,664 <0,001 3,5 4,257 <0,001
T2 3,092 2,49 <0,001 3,456 3,59 <0,001
T4 3,248 3,356 0,35 3,011 4,278 <0,001
T8 3,05 3,858 <0,001 2,633 4,14 <0,001
T12 3,112 3,211 0,4 3,098 4,051 <0,001
p’ 0,965 <0,001 <0,001 <0,001

"Kontrol ve miidahale grubu arasindaki fark
’TO ve T12 arasindaki fark
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4. TARTISMA

Tartrazin, besin endiistrisinde renklendirici olarak siklikla tercih edilen bir gida katki
maddesidir. Bununla birlikte, tartrazinin konak bagisiklik tepkisini modiile eden ve viicudun
saglig1 ve hastaliginda anahtar rol oynayan bagirsak mikroorganizmalar iizerindeki etkileri
heniiz net olarak bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda, ADI dozunda uzun dénem tartrazin

kullaniminin viicut agirlig1 ve bagirsak mikrobiyotasi iizerine etkileri degerlendirilmistir.

4.1. Tartrazinin Viicut Agirh@ Uzerine Etkisi

Bu calismaya dahil edilen erkek ve disi sigan gruplarinda, periadélesan donemdeki
biiylime faktoriiniin de etkisiyle, hem kontrol hem miidahale gruplarinda viicut agirlig: artist
gbzlemlenmistir. Ancak, tartrazin miidahalesi alan erkek siganlarda, viicut agirligi artis orant
(%) kontrol grubundaki erkek siganlarin altinda kalmistir (p<0,001) (Sekil 3.1). Literatiirde
sunulan 6nciil ¢aligmalarin sonuglari, bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgularla paralellik arz
etmektedir. Albino fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada, yalnizca erkek farelerde, 13 hafta
boyunca %0,45 ve %1 oraninda tartrazin igceren igme suyunun tiiketimi, viicut agirlig: artig
oranini katkisiz su tiiketimine kiyasla anlamli sekilde diistirmiistiir (Guendouz vd., 2013).
Yirmi bes giin boyunca 200 mg/kg/viicut agirligi veya 400 mg/kg/viicut agirligi tartrazin
tilketen albino farelerde ise viicut agirligi artis orani, yalnizca 400 mg/kg/viicut agirlhig
tartrazin alan farelerde anlamli sekilde diismiistiir (Arefin vd., 2017). Tartrazinin sindirim
enzimlerinin aktivitesi iizerine etkisinin degerlendirildigi bir diger fare ¢aligmasinda, 13 hafta
boyunca yiiksek doz (%0,05) ve diisiikk doz (%0,005) tartrazin i¢eren igme suyu tiiketimiyle,
erkek ve disi sican gruplarinda, her iki dozda da viicut agirligi artisinin azaldigi, ancak kontrol
ve miidahale gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir
(Ameur vd., 2020). Yalnizca erkek siganlarin degerlendirildigi benzer dizayna sahip bir baska
caligmada ise, 30 glin boyunca diisiik doz (15 mg/kg/viicut agirligl) veya yiiksek doz (500
mg/kg/viicut agirligi) tartrazin aliminin, viicut agirligi artisin1 kontrol grubuna kiyasla 6nemli
derecede diisiirdiigii rapor edilmistir (Amin vd., 2010). Bu ¢alismanin verileri, ADI
seviyesinde dahi tartrazin aliminin, yalmizca erkek si¢anlarda viicut agirligr artisimni
yavaglatabilecegine isaret etmektedir. Disilerde ise tartrazin alimi, viicut agirligi parametreleri
tizerinde gozlemlenebilir bir fark yaratmamustir (Sekil 3.1). Bu durum, disi ve erkek siganlar
arasindaki fizyolojik farkliliklara atfedilebilir. Viicut agirlign kaybi, giivenilir ve hassas bir
toksisite gostergesi olarak kabul edilmekle birlikte (Ezeuko vd., 2007), bu galismanin kapsami,

tartrazinin toksisitesine yonelik giicli kamtlar sunabilecek herhangi bir biyobelirtecin
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incelenmesini  icermemektedir.  Tartrazinin  giivenilirligine  iliskin  ¢aligmalarin
degerlendirildigi giincel EFSA raporu, 7,5mg/kg/viicut agirhigi/giin tartrazin tiiketiminin
giivenilir oldugunu 6nermektedir (EFSA, 2009). Literatiirde bu dozda revizyon 6nerebilmek

icin yeterli miktarda kanit yer almamaktadir.

4.2. Tartrazinin Bagirsak Mikrobiyotas1 Uzerine EtKisi

Bu c¢aligsmanin sonuglari, tartrazin miidahalesinin, bagirsak mikrobiyotasinda yer alan
bakterilerin goreceli oranlar {lizerinde cinsiyet bagiml bir etkisi olduguna yonelik kanit
sunmaktadir (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.3). Literatiirde, diyet kompozisyonu ve diyetteki yag
tiiriiniin bagirsak mikrobiyotasini erkek ve kadin bireylerde farkli yonde etkileyebilecegine
yonelik onciil ¢alismalar mevcuttur (Valeri ve Endres, 2021). Bununla birlikte, gida katki
maddeleri ve bagirsak mikrobiyotasi iliskisinde cinsiyetin etkisini degerlendiren ¢aligma sayisi
kisithidir.  Yapilan  bir c¢alismada, besinlerde emiilsifiyer olarak  kullanilan
karboksimetilselliiloz ve Polisorbat 80’in farelerde bagirsak mikrobiyotasini cinsiyete bagli
degistirdigi gosterilmistir. Caligma sonuglarina gore, karboksimetilselliiloz, erkek farelerde
Staphylococcus ve Ruminococcus cinslerini arttiriken, disilerde Deferribacteres tiremesini
desteklemistir. Polisorbat 80 ise, sadece erkek farelerde Pseudomonas oranini arttirmistir
(Holder vd., 2019). Asesiilfam-K ile yapilan baska bir ¢alismada ise, tatlandirict alan erkek
farelerde, tatlandirici alan disi farelere gore, Bacteroides oranindaki artisin daha fazla oldugu;
disi farelerde ilaveten, erkek farelerden farkli olarak, Lactobacillus, Clostridium,
simiflandirilmamis bir Ruminococcacea cinsi ve smiflandirilmamis bir Oxalobacteraceae
cinsinde artts meydana gelirken; Mucispirillum cinsinin distigii gosterilmistir (Bian vd.,
2017). Bu tez g¢alisgmasinin sonuglarina gore ise tartrazin miidahalesi, erkek siganlarda
Proteobacteria’yr artirirken, Firmicutes ve Bacteroidetes’i diisiirmekte; disi siganlarda ise
Proteobacteria’nin nispi ¢oklugunu kontrol grubuna gore disiiriirken, Firmicutes ve
Bacteroidetes oranlarini kontrollere kiyasla arttirmaktadir (Sekil 3.3, Sekil 3.9, Cizelge 3.1 ve
Cizelge 3.3). Ayni diyet miidahalesinin bagirsak mikrobiyotasini cinsiyete bagli olarak nasil
farkli yonlerde sekillendirebilecegi sorusu, giincel literatiirde heniiz yanit bulamamustir.
Bununla birlikte, erkek ve disi cinsiyet hormonlarinin bagirsaktaki bakteri kompozisyonu
iizerine olasi etkileri, bu soruya iligskin sunulan en yaygin agiklamalardan bir tanesidir. Yapilan
bir hayvan ¢alismasinda, kastrasyon islemi sonrasi erkek farelerdeki bagirsak
mikrobiyotasinin disi farelerle benzerlik gosterdigi rapor edilmistir (Org vd., 2016). Bu sonug,
cinsiyet hormonlarmin bagirsak mikrobiyotasinin sekillenmesi tizerindeki etkisine yonelik

giiclii bir kanit sunmasina karsin, erkek ve disilerin bagirsak mikrobiyotasindaki farkliliklara
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iliskin fizyolojik mekanizmalar1 aydinlatmada yetersiz kalmaktadir.

Literatiirde, tartrazinin bagirsak mikrobiyotas1 iizerine etkileri, yalmizca Wu ve
arkadaglarinin (2021) sazan baliklar1 {izerinde yaptig1 ¢aligmada degerlendirilmistir. Wu ve
arkadaslarinin elde ettigi sonuglar, tartrazin tiiketiminin, Proteobacteria ve Actinobacteria
filumlarinda anlamli bir artisla iligkili olabilecegine isaret etmektedir (Wu vd., 2021). Bu tez
caligmasinda ise, yalnizca erkek siganlarda, tartrazin tiiketimiyle Proteobacteria filumunda
klinik agidan o6nemli bir artis meydana gelirken; disi sicanlarda tartrazin tiiketimi
Proteobacteria’daki artis1 goreceli olarak diistirmiistiir. Erkek siganlarda, Proteobacteria’daki
artisa ilave olarak tartrazin miidahalesiyle Firmicutes ve Bacteroidetes filumlarinda diisiis
gortlirken; disi siganlarda Bacteroidetes artmus, Firmicutes ise, kontrol ve miidahale
gruplarinin ikisinde de azalmis olmasina karsin, kontrol grubunun deney sonu orani, miidahale
grubunun altinda kalmustir. Bununla birlikte, Actinobacteria filumu, her iki cinsiyette de tiim
gruplarda azalmistir (Sekil 3.3, Sekil 3.9, Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.3). Bu veriler, ADI dozunda
dahi tartrazin tiiketiminin, bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonu iizerinde etkili
olabilecegine dikkat ¢ekmektedir. Yapilan PCOA analizleri de, hem disi hem erkek si¢anlarda
tartrazin midahalesiyle bagirsak mikrobiyal kompozisyonunun degisim gosterdigini
dogrulamaktadir. Gida katki maddelerinin toksisitesi ve saglik iizerine etkilerine yonelik ¢ok
sayida rapor olmasina karsin, katki maddeleri ve intestinal mikrobiyota iliskisini degerlendiren
calisma sayist olduk¢a kisitlidir. Bu alanda yapilacak ileri c¢aligmalarin literatiire
kazandirilmasinin, gida katki maddeleri ile saglik arasindaki iliskide mikrobiyotanin

mediyator rolii izerine bilgimizi arttiracagi diisiiniilmektedir.

Bagirsak mikrobiyotasi tizerinde yapilan pek ¢ok ¢aligma, mikrobiyotanin, konakginin
sagligr ve hastaliklar {izerine onemli etkileri olabilecegine vurgu yapmaktadir. Bagirsak
mikrobiyotasi, immiin sistem ve metabolik yolaklarin gelisimi ve olgunlasmasindaki kritik
rolii sebebiyle, inflamatuar ve metabolik kdkenli pek ¢ok hastaligin olusumuna ve ilerlemesine
katki verebilmektedir (Bibbo vd., 2016). Bu sebeple, mikrobiyotadaki baskin filumlarin
goreceli konsantrasyonunda meydana gelen degisikliklerin, konak¢1 sagligina uzun ve/veya

kisa donemde yansimalart olmasi muhtemeldir.

Tartrazin miidalesiyle erkek si¢anlarda artan, disi siganlarda ise azalan Proteobacteria
filumu, bagirsak mikrobiyotasindaki en yaygin filumlardan bir tanesidir ve patojen olarak
taninan pek ¢ok gram negatif bakteri (6rn. Escherichia, Shigella, Salmonella, Yersinia, vb.),

yaygin olarak bu filum altinda simiflanmaktadir. Proteobacteria filumu altinda siiflanan
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bakterilerin dis membraninda bulunan lipopolisakkaritler, viicutta diigiikk doz infalamasyona
sebebiyet vererek “endotoksemi” olarak tanimlanan klinik tablonun olusumunda ve bunun bir
sonucu olarak da inflamatuar kokenli hastaliklarin  indiiklenmesinde etken rol
oynayabilmektedir (Rizzatti vd., 2017). inflamatuar hastaliklarin basinda gelen obezite ile
mikrobiyota iligkisine yonelik bir hayvan ¢alismasinda, izole Enterobacter popiilasyonunun
steril farelere transplantasyonu, yiiksek yagli diyet tiiketimi halinde viicut agirhig artisiyla
sonuglanmistir (Fei ve Zhao, 2013). Ratlar iizerinde yapilan bagka bir ¢aligmada ise, yiiksek
yagl diyet tiiketiminin yalnizca obeziteye yatkin fenotipte, ileal inflamasyonla iliskili toll
benzeri reseptér (TLR4) artistyla iligkili oldugu; bu rat grubunda, intestinal gegirgenlik ve
plazma LPS konsantrasyonunun yani sira, fekal Enterobacteriales’in nispi ¢oklugunda da artig
meydana geldigi bildirilmistir (De La Serre vd., 2010). Insanlar iizerinde yapilan mikrobiyota
caligmalarinin degerlendirildigi bir sistematik derlemenin verileri de Proteobacteria’nin
obeziteyle siklikla iligskilendirilen filumlar arasinda olduguna yonelik kanitlar sunmaktadir.
Verilere gore, degerlendirmeye dahil edilen 60 galismanin 15’1, Proteobacteria filumu ile
viicut agirligi arasinda bir iliski rapor etmis ve bu ¢aligmalardan 13’1, Proteobacteria’nin
obeziteyle pozitif iliski gosterdigi sonucuna ulagmistir (Xu vd., 2022). Literatiirde,
Proteobacteria ve obezite iliskisini dogrulayan veriler olmasina karsin, zit yonde sonug elde
eden ¢aligmalar da mevcuttur. Obezitesi olan ve saglikli viicut agirligina sahip bireylerin
bagirsak mikrobiyotalarinin karsilastirildigi bir sistematik derleme c¢alismasi, degerlendirilen
12 c¢alismanin sekizinde gruplardaki Proteobacteria oranlari arasinda anlamli bir fark
bulunmadigini rapor etmistir (Pinart vd., 2022). Degerlendirmeye dahil edilen ¢alismalardan
birinde ise, Proteobacteria’nin nispi ¢oklugu, obeziteye sahip bireylere kiyasla, saglikli viicut
agirhigma sahip bireylerde daha yiiksek bulunmustur (Salah vd., 2019). Bu tez ¢aligmasinin
verileri, Proteobacteria ve viicut agirligi arasinda, cinsiyete bagimli bir iligkinin olabilecegine
yonelik kanit sunmaktadir. Disi siganlarda tartrazin miidahalesi, Proteobacteria tiremesini
kontrol grubuna kiyasla yavaslatmis olmasina karsin (Sekil 3.9), iki grubun viicut agirhigi artis
miktarlan (kg) ve/veya artis oranlari (%) arasinda anlamli bir fark meydana gelmemistir (Sekil
3.1) (swrast ile p=0,328 ve p=0,645). Erkek si¢anlarda ise tartrazin miidahalesi, Proteobacteria
tiremesini desteklemekle birlikte (Sekil 3.3), viicut agirligr artis miktarlarinda (kg) gruplar
arasinda anlamli bir fark yaratmamistir (p=0,463) (Sekil 3.1). Bununla birlikte, kontrol
grubundaki agirlik artis orani (%) miidahale grubuna kiyasla daha yiiksektir (p<0,001).
Miidahale grubunda viicut agirligi, baslangi¢ noktasina kiyasla {i¢ katina ¢ikarken, kontrol
grubunda yaklagik bes katina ulasmigtir (Sekil 3.1). Bu veriler 1s18inda, erkek sicanlarda,
tartrazin miidahalesi ile mikrobiyotada artan Proteobacteria filumunun, viicut agirlig: artist

tizerine negatif etki gosterebilecegi hipotez edilebilir. Ancak bu hipotezin dogrulanabilmesi
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icin Proteobacteria dominansi ile viicut agirlig arasindaki iligkide etkisi olabilecek fizyolojik
yolaklarin tanimlanabilmesine ve tartrazin ve/veya metabolitlerinin, bu yolaklar iizerine
etkisinin net olarak agiklanabilmesine olanak taniyan ileri ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Giincel literatiir, tartrazin miidahalesiyle viicut agirlig: artis hizinda meydana

gelen diisiisii bagirsak mikrobiyotasi tizerinden agiklayabilmek igin yetersizdir.

Bagirsak mikrobiyotasinda Proteobacteria filumunun artisiyla siklikla iliskilendiren
saglik problemlerinden bir digeri de inflamatuar bagirsak hastaliklaridir. Fareler {izerinde
yapilan arastirmalar, yenidogan mikrobiyotasindaki Proteobacteria baskinliginin yasla
birlikte biiyiik Olclide azaldigima ve bu degisimde, dendritik hiicrelerin aracilik ettigi
Proteobacteria’yr hedef alan spesifik IgA {iretiminin etkili olduguna yonelik kanit
sunmaktadir (Mirpuri vd., 2014). Ote yandan, bagirsak mikrobiyotasinda eriskin ¢agda da
devam eden Proteobacteria dominansi, siirekli bir intestinal inflamasyona sebep olarak
genetik olarak yatkin konakgilarda Crohn’s ve {ilseratif kolit gibi hastaliklarin ortaya
¢ikmasinda etken rol oyanayabilmektedir (Khor vd., 2011). inflamatuar bagirsak hastaliklar
ile digk1 mikrobiyotasindaki bakteri dominansi arasindaki iligkiyi inceleyen bir meta analizde,
hem Crohn’s hem de iilseratif kolit hastalarinda, Proteobacteria filumuna mensup bakterilerin
artis egilimi gosterdigi rapor edilmistir. Meta analize dahil edilen ¢alismalarin sonuglarina
gore, diski mikrobiyotasinda Aggregatibacter ve Klebsiella cinsi bakterilerin nispi ¢oklugu,
her iki hastalikla da pozitif iligkili iken; Crohn’s hastaliginda ek olarak Salmonella, Proteus,
Parastturella, Morganella, Escherichia, Cronobacter ve Bilophila cinsi bakterilerin nispi
coklugu da istatistiksel olarak saglikli kontrollerden fazladir (Abdel-Rahman ve Morgan,
2023). Bu galismanin sonuglari ise, tartrazin miidahalesinin 6zellikle erkek siganlarda genel
olarak Proteobacteria filumunun ve ozel olarak Ecsherihia cinsinin iireme hizini
artirabilecegine yonelik kanit sunmaktadir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.7). Ancak bu degisimin
sicanlarda inflamatuar bagirsak hastaliklarina yonelik bir etkisi olup olmadiginin
degerlendirilmesi, bu calismanin kapsami dahilinde yer almamaktadir. Yapilan genom
arastirmalari, intestinal floranin farkli bagirsak hastaliklarinin tanimlanmasinda invaziv
olmayan bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegine yonelik birtakim bilimsel veriler ortaya
koymustur (Gevers vd., 2014; Zhou vd., 2018). Yapilan bir caligmada, bagirsak
mikrobiyotasinin saglikli kontrolleri Crohn’s ve iilseratif kolitli hastalardan ayirt etmede sirasi
ile %89,5 ve %93,2 oraninda dogru bilgi verebildigi rapor edilmistir. Ancak saglikli ve hasta
bireylerden elde edilen mikrobiyota drnekleri temel alinarak olusturulan bu modellerin, farkli
etnisite ve cinsiyet gruplart i¢in hassasiyet oranlar1 diisebilmektedir (Zhou vd., 2018). Bu

sebeple, digki mikrobiyotasi, serum C-reaktif protein (CRP), Fekal kalprotektin, Kalgraniilin
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C, diski laktoferrini ve nétrofil-lenfosit orani gibi geleneksel inflamasyon biyobelirtecleri
(Guo vd., 2022) ve endoskopi uygulamalarinin birlikte degerlendirildigi ileri ¢alismalarin,
tartrazinin inflamatuar bagirsak hastaliklarindaki potansiyel etkisinin daha iyi anlasilmasina

katkida bulunabilecegi onerilmektedir.

Literatiirde Proteobacteria dominansi ile iliskilendirilen diger inflamatuar hastaliklar
arasinda non-alkolik yagl karaciger hastaligi ve non-alkolik steatohepatit de yer almaktadir
(Michail vd., 2015; Zhu vd., 2013). Ozellikle non-alkolik yagli karaciger hastaliginda, endojen
alkol tiretimine de katkisi oldugu bilinen Gammaproteobacteria siifinin (Ren vd., 2007),
hastalig1 tasiyan bireylerde saglikli kontrollere gore daha yaygin oldugu rapor edilmistir
(Michail vd., 2015). Benzer sekilde, Enterobacteriaceae familyasi ve 6zel olarak Esherichia,
non-alkolik steatohepatit tespit edilen gocuklarda daha yaygin bulunmustur (Zhu vd., 2013).
Bu tez calismasinin  sonuglari, tartrazin miidahalesiyle erkek sicanlarda,
Gammaproteobacteria sinifi ve 6zel olarak Enterobacteriaceae familyasinin {ireme ortami
bulduguna yonelik kanit sunmakla birlikte (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5), karaciger dokularindaki
inflamasyonun tespitine yonelik herhangi bir veri icermemektedir. Literatiirde, bagirsak
mikrobiyotast lizerine etkisinden bagimsiz olarak, sistemik tartrazin ugulamasinimn, fare
modellerinde periportal inflamatuar hiicre yanit1 ve serum alkalin fosfataz aktivitesinde artisin
yani sira, orta derece periportal fibrozisle iligkilendirilebilecegine yonelik veriler mevcuttur
(Meyer vd., 2017). Ancak tartrazinin karaciger dokusu iizerindeki potansiyel etkisinde,
bagirsak mikrobiyotasinda yer alan bakteri kompozisyonunun roliiniin olup olmadigini

belirlemek i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir.

Proteobacteria’dan sonra sigan mikrobiyotasinda en yaygm bulunan filumlardan
Firmicutes, gogunlukla gram pozitif hiicre duvari yapisina sahip endospor iireten bakterilerden
olusurken (Biology LibreTexts, 2023), Bacteroidetes, ¢ogunlukla gram negatif hiicre duvari
yapisina sahip, spor iretmeyen, anaerob bakterilerden olugmaktadir (Wexler, 2007).
Literatiirdeki  ¢aligmalar, bu iki baskin filumun birbirine olan oraninda
(Firmicutes/Bacteroidetes) meydana gelen artigin, viicut kompozisyonu iizerinde etkili
olabilecegine yonelik kanitlar sunmaktadir (Koliada vd., 2017; Rahat-Rozenbloom vd., 2014).
Ukraynali yetigkin popiilasyon iizerinde yapilan bir arastirmada, Firmicutes/Bacteroidetes
oraninin, yas, cinsiyet, sigara tiiketimi ve fiziksel aktivite gibi karistirici faktorlerin etkisi
diglandiginda, obeziteyi %33 oraninda arttirabilecegi rapor edilmistir (Koliada vd., 2017).
Kanadali yetigkinler lizerinde yapilan baska bir caligmada, Ukrayna kohortuna benzer sekilde,

fazla kilolu ve obez bireylerde, zayif bireylere kiyasla Firmicutes’in nispi ¢oklugunun ve
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Firmicutes/Bacteroidetes oraninin daha yiiksek oldugu, ek olarak fazla kilolu ve obez
bireylerin fekal numunelerinde SCFA konsantrasyonun arttigi gosterilmistir (Rahat-
Rozenbloom vd., 2014). Danimarkali yenidogan kohortunda ise, 6zellikle dokuzuncu aydan
18. aya geciste, BKi’nin ve SCFA iireten Clostridium tiiriiniin artis1 arasinda pozitif iliski
gosterilmistir (Bergstrom vd., 2014). Literatiirdeki gozlemlere yonelik sunulan hipotetik
biyolojik mekanizma, SCFA — &zellikle biitirat — tireten bakterilerin ¢ogunlukla Firmicutes
filumuna mensup olmasina dayandirilmaktadir. Firmicutes/Bacteroidetes oraninin artmasiyla
birlikte bagirsak enzimlerince sindirilemeyen diyet polisakkaritlerinin SCFA’ya
fermantasyonu da artmaktadir. Bu durum, konakg¢inin diyetten enerji elde etme kapasitesini
artirarak viicut agirligi artigi ile sonuglanabilmektedir (Houtman vd., 2022). Bu ¢alismanin
verileri, Firmicutes/Bacteroidetes oran1 ve viicut agirligi arasinda cinsiyete bagimli bir
iligkinin olabilecegine yonelik kanit sunmaktadir (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.4). Disi sigcanlarda
tartrazin miidahalesi, Firmicutes/Bacteroidetes oranini diisiirmiis olmasina karsin (Cizelge
3.4), iki grubun viicut agirligi artis miktarlar1 (kg) ve/veya artis oranlari (%) arasinda anlaml
bir fark meydana gelmemistir (sirasi ile p=0,328 ve p=0,645) (Cizelge 3.1). Erkek siganlarda
ise tartrazin miidahalesi, Firmicutes/Bacteroidetes oraninda zamana bagli meydana gelen
ivmelenmeyi yavaglatmakla birlikte (Cizelge 3.2), viicut agirhigi artis miktarlarinda (kg)
gruplar arasinda anlamli bir fark yaratmamustir (p=0,463). Bununla birlikte, kontrol
grubundaki agirlik artis orani (%) miidahale grubuna kiyasla daha yiiksektir (p<0,001).
Miidahale grubunda viicut agirhigi, baslangic noktasina kiyasla ii¢ katina gikarken, kontrol
grubunda yaklasik bes kata ulagsmistir (Cizelge 3.1). Bu veriler 1s18inda, erkek siganlarda,
tartrazin miidahalesiyle azalan Firmicutes/Bacteroidetes oranin, viicut agirligr artisi iizerine
negatif etki gosterebilecegi hipotez edilebilir. Bu hipotez, Firmicutes/Bacteriodetes orani ve
viicut agirhigr arasinda pozitif iligki rapor eden ¢alisma sonuglariyla da tutarlilik gostermesine
karsin, tartrazin miidahalesiyle viicut agirligi artis hizinda meydana gelen diisiisii bagirsak
mikrobiyotasi iizerinden agiklayabilmek i¢in yeterli kanmit mevcut degildir. Literatiirde
Firmicutes/Bacteroidetes orani ile viicut agirligi arasindaki pozitif iligkiye yonelik kanit sunan
bulgularin yani sira, SCFA konsantrasyonunda meydana gelen artigin obezite karsit etkilerine
odaklanan zit sonuglar da rapor edilmistir. Farelerde yapilan ¢alismalarda asetatin, istah
azalmasi, yag dokusu kaybi ve glukoz toleransinda iyilesme {izerine pozitif etki gosterdigi
bildirilmistir (Yamashita vd., 2009; Zaibi vd., 2010). Insanlarda ise, obez bireylere verilen
propiyonat, istahta, viicut agirliginda ve yaglanmada 6nemli bir azalmanin yani sira insiilin
duyarliliginda iyilesme ile sonuglanmistir (Chambers vd., 2015, Chambers vd., 2019). Tiim bu
bulgular, Firmicutes/Bacteroidetes orani ile obezite arasindaki iliskide, SCFA’nin enerji

eldesindeki roliinden daha karmasik bir iliskinin var olabilecegine isaret etmektedir. Bu
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sebeple, oncelikle Firmicutes/Bacteroidetes orani ve viicut agirligr arasindaki iliskide olasi
fizyolojik mekanizmalar1 giiclii kanitlarla tanimlayan, sonrasinda ise, tartrazin ve/veya
metabolitlerinin bu mekanizmalar iizerine etkisinin net olarak agiklanabilmesine olanak

taniyan ileri ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literatiirde, Firmicutes/Bacteroidetes oranindaki degisimle iliskilendirilen bir diger
saglik problemi inflamatuar bagirsak hastaliklaridir. Obezitenin aksine, inflamatuar bagirsak
hastaliklarinda ~ Firmicutes/Bacteroidetes  orani, saglikli  bireylere kiyasla  disis
gosterebilmektedir (Stojanov vd., 2020). Biyopsi oOrnekleri degerlendirilerek yapilan bir
caligmada, Firmicutes’in — 6zellikle Clostridia’nin — Crohn’s hastalarinda saglikli kontrollere
kiyasla oransal olarak daha seyrek iken, Bacteroidetes’in bu hastalarda saglikli kontrollere
kiyasla daha yaygin oldugu gosterilmistir (Gophna vd., 2006). Baska bir biyopsi ¢aligmasinda,
Cronh’s hastaliginin yani sira iilseratif kolitte de bagirsak mikrobiyotasinin benzer sekilde
degistigi rapor edilmistir (Walker, Sanderson, vd., 2011). inflamatuar bagirsak hastaliklariyla
Firmicutes filumunda meydana gelen diisiis, ¢alismalarda en sik F.prausnitzii, Clostridium
leptum ve Clostridium coccoides tiirleri ile iligkilendirilken (Kabeerdoss vd., 2015; Tong vd.,
2013; Wang vd., 2014), Bacteroidetes filumundaki artisin en sik Bacteroides cinsi ile korele
oldugu bildirilmistir (Andoh vd., 2007, Andoh vd., 2012). Firmicutes ve Bacteroidetes
filumlari ile inflamatuar bagirsak hastaliklari arasindaki iligkiyi agiklamaya yonelik sunulan
biyolojik mekanizma, Firmicutes filumuna mensup bakteri popiilasyonunda meydana gelen
diististin, bagirsak ekosisteminde SCFA {iretimini azaltarak, intestinal bariyer biitinligi ve
inflamatuar yaniti negatif yonde etkilemesine dayandirilmaktadir (Fusco vd., 2023). Ek olarak,
Bacteoidetes filumunda meydana gelen artig, enterotoksin ozellik gosteren bazi tiirlerin
artistyla birlikte epitel hiicre iskeleti ve hiicreler arasi siki baglanti noktalarinin regiilasyonunu
bozabilmektedir (Wexler, 2007). Bu ¢alismanin verileri, tartrazin miidahalesinin disi ve erkek
sicanlarda Firmicutes/Bacteroidetes oranini diisiirebilecegine yonelik kanit sunmaktadir
(Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.4). Ozellikle erkek sicanlarda, Firmicutes/Bacteroidetes
oraninindaki diigsiis ve Proteobacteria filumundaki artigla birlikte degerlendirildiginde,
tartrazinin inflamatuar bagirsak hastaliklariin gelisimi tizerinde etkisinin olabilecegi hipotez
edilebilir. Ancak bu hipotezin dogrulanabilmesi igin, mikrobiyota analizinin yani sira biyopsi
ve diger inflamatuar biyobelirtelerin birlikte degerlendirilecegi ileri ¢alismalarin yapilmast

Onerilmektedir.

Proteobacteria, Firmicutes ve Bacteroidetes’ten sonra sigan diski mikrobiyotasindaki

en yaygin dordiincii filum olan Actinobacteria, gram pozitif bakterilerden olusur ve probiyotik
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etki gosterdigi bilinen Bifidobacterium tiirlerini biinyesinde barindirir (Ranjani Anandan,
2016). Yapilan calismalar, yasla birlikte mikrobiyotada baskinligi azalan Bifidobacterium
tirlerinin, diyare, karaciger hastaliklari, inflamatuar bagirsak hastaliklar, egzama ve
kanserden korunmada pozitif etki gosterebilecegine yonelik kanit sunmaktadir (Hidalgo-
Cantabrana vd., 2017). Dokuz ¢alismanin degerlendirildigi bir meta analizde, Bifidobacterium
iceren probiyotik kombinasyonlarinin, diyare hastalarinda digki sikliginmi azaltarak iyilesmeyi
hizlandirdig: rapor edilmistir (Wang vd., 2022). On dokuz ¢alismanin degerlendirildigi baska
bir meta analizde ise, Bifidobacterium ve Lactobacillus kombinasyonlarini igeren probiyotik
uygulamalarinin, inflamatuar bagirsak hastaliklarinin tedavisinde pozitif etki gosterdigi
bildirilmistir (Ford vd., 2018). Bifidobacterium tiirlerinin saglik {izerine olumlu etkileri,
genellikle sindirilemeyen karbonhhidratlar1 ve anne siitii oligosakkaritlerini SCFA’ya
dontstiirme kapasiteleri (Tsuji vd., 2023), patojen bakterilerle rekabete girerek bitytimelerine
engel olma yetileri (Hidalgo-Cantabrana vd., 2017) ve konak immiin sistemi iizerindeki
regiilator etkilerine (Ruiz vd., 2017) atfedilmektedir. Bu ¢alismanin sonuglari, yalnizca disi
sicanlarda, 12 haftalik tartrazin miidahalesi alan grupta, Bifidobacterium ve tist taksonomik
basamaklarinin nispi oranlarimin, kontrol grubuna kiyasla, klinik olarak daha yiiksek olduguna
yonelik kanit sunmaktadir (Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13 ve Cizelge 3.3).
Tartrazinin, oral alim sonrasi bagirsak mikrobiyotasinda yer alan bakterilerin faaliyetiyle
aminopirazalon ve daha sonra siilfanilik asit ve o-amino-B-ketobiitirik asite kadar
pargalanabildigi bilinmektedir (EFSA, 2009). Giincel literatiir, tartrazin metabolitlerinin,
mikrobiyotadaki hangi bakteri grubu tarafindan fermente edildigine yonelik veri sunmamasina
karsin, a-amino-B-ketobiitirik asitle benzer kimyasal yapiya sahip y-amino-biitirik asit, yaygin
olarak Bacteroides, Parabacteroides, Eubacterium ve Bifidobacterium cinsleri tarafindan
iiretilmektedir (Strandwitz vd., 2019). Tartrazin miidahalesiyle disi siganlarda Bifidobacterium
cinsinin artmasi, tartrazinin selektif olarak bu bakteri grubunun iiremesini desteklemesine
atfedilebilir. Ancak bu hipotezin dogrulanabilmesi igin tartrazin metabolitelerinin hangi
bakteri gruplan tarafindan iretildigini inceleyen g¢aligmalarin yapilmasi Onerilmektedir.
Bununla birlikte, tartrazin etkisi ile mikrobiyotadaki konsantrasyonu degisen Bifidobacterium
cinsinin saglik tizerine olasi etkilerinin degerlendirilmesi bu ¢aligmanin kapsami disinda
kalmaktadir. Tartrazin miidahalesi ve saglik etkileri arasindaki iliskide, Bifidobacterium
tiirlerinin mediyator etkisinin olup olmadiginin anlasilabilmesi adina bu alanda yapilacak daha

cok calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bagirsak mikrobiyotasindaki baskin filumlarin dagilimi kadar, bakteri cesitliligi de

intestinal disbiyozisin tanimlanmasinda 6nemli belirteglerden biri olarak kabul edilmektedir.
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Mikrobiyal cesitliligin azalmasi, literatiirde tamimlanan hastalik-iligkili-mikrobiyota
tasvirlerinin en yaygin ortak 6zelliklerindendir. Yapilan ¢calismalar, Crohn’s hastaligi, irratabl
kolon sendromu, kolorektal kanser ve ¢olyak gibi sindirim sistemiyle iliskili hastaliklarin yan1
sira obezite, diyabet ve otizm gibi farkli sistemlerin tutulumunu igeren rahatsizliklarda da
bagirsak mikrobiyal ¢esitliliginin azaldigina yonelik kanit sunmaktadir (Mosca vd., 2016). Bu
caligmada, tartrazin miidahalesi alan disi sicanlarda Shannon gesitlilik indeksinin kontrol
grubuna kiyasla daha fazla oldugu (p<0,001); erkek siganlarda ise deney sonunda Shannon
degerleri arasinda anlamli bir fark meydana gelmedigi gosterilmistir (p =0,4) (Cizelge 3.5).
Bununla birlikte, tartrazin miidahalesi alan erkek siganlarda, baslangi¢ noktasina gére Shannon
degerinde bir diisiis meydana gelmistir (p<0,001). Eldeki verilere gore, tartrazin, cinsiyete
bagimli olarak bagirsak mikrobiyal kompozisyonunu ve ¢esitliligini degistirebilmektedir. Bu

degisimin saglik iizerine olasi etkilerinin, ileri arastirmalarda irdelenmesi onerilmektedir.

Tartrazin miidahalesiyle birlikte, bagirsak mikrobiyotasinin ana filumlarinda ve
cesitliliginde meydana gelen degisiklikler ve olasi saglik etkileri yukarida tartisilmustir.
Literatiirde, tartrazin kullanimina atfedilen saglik etkilerinde mikrobiyotanin roliine yonelik
herhangi bir veri bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu ¢alismanin verileri, mikrobiyotadaki
degisim ile baz1 hastaliklar arasindaki olasi iliskiye yonelik hipotezde bulunmaya olanak
tanimaktadir. Tartrazinin bazi iilkelerde ¢ocuklarda DEHB ve astim/alerji olusturma riski
gerekgesiyle gida katki maddesi olarak kullaniminin yasaklandigi bilinmektedir (Ramesh ve
Muthuraman, 2018). Yapilan bir derleme ¢alismasinda, DEHB ile bagirsak mikrobiyotasi
arasindaki iligkide en sik Bifidobacterium, Bacteroidaceae ve Clostridiales’in nispi
coklugunda meydana gelen artisin hastalik semptomlar iizerinde etkili oldugu bildirilmistir
(Checa-Ros vd., 2021). Bu tez ¢alismasinda, yalnizca disi siganlarda tartrazin miidahalesi alan
grupta bu ti¢ bakteri grubunun kontrol grubuna kiyasla klinik olarak daha fazla oldugu
gosterilmistir (Sekil 3.13, Sekil 3.12, Sekil 3.13 ve Cizelge 3.3). Bu veriler 15181nda, tartrazin
kullaniminin bagirsak mikrobiyotasini cinsiyete bagl olarak degistirerek DEHB olusumuna
katkida bulunabilecegine yonelik bir ¢ikarimda bulunulabilir. Ancak bu hipotezin
dogrulanabilmesi i¢in, bagirsak mikrobiyotas1 ile DEHB semptomlarinin bir arada

degerlendirildigi daha genis kapsamli ¢caligmalarin yapilmasi gereklidir.

Astim ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki iliskiye yonelik yapilan ¢aligmalar,
mikrobiyotada Streptococcus ve Bacteroides popiilasyonlarinda meydana gelen artis ile
Bifidobacterium, Akkermansia, Faecalibacterium, Lachnospira, Veillonella, Rothia ve

Ruminococcus gnavus popiilasyonlarinda meydana gelen diisiisiin, ileriki yaslarda hastalik
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olusturma riski iizerine etkili olabilecegine isaret etmektedir (Barcik vd., 2020). Atopik
dermatin ise, genellikle Clostridia — 6zellikle C.difficile —, E.coli ve Stapyhlococcus aerus’taki
artig ile Bifidobacteria ve Bacteroidetes’teki — Ozellikle Bacteroides — diisiisle korele
olabilecegi bildirilmistir (Lee vd., 2018). Bu tez ¢aligmasinin verilerine gore, ilgili bakteri
gruplar1 arasindan yalnizca Bacteroides ve Clostridia’da miidahale ve kontrol gruplari
arasinda cinsiyete bagimli farkliliklar mevcuttur (Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.5). Eldeki bulgular,
tartrazin etkisiyle bagirsak mikrobiyotasinda meydana gelen degisim ile astim/atopi arasindaki
olasi iliskiye yonelik giiglii bir kanit sunmamaktadir. Astim/atopi patogenezi ve tartrazin
kullanim arasindaki iliskide bagirsak mikrobiyotasinin olasi etkisinin tanimlanabilmesi adina,

fizyolojik mekanizmalarin da irdelendigi ileri calismalarin yapilmasi 6nerilmektedir.

Bu calisma, fizyolojik olarak insana en yakin modellerden biri kabul edilen sicanlarda,
ADI diizeyinde tartrazin kullanimiyla bagirsak mikrobiyotasinda meydana gelen degisimleri
irdeleyen ilk ¢alismadir. Miidahale siiresinin uzun tutulmasi ve peripubertal dénemden
yetigkinlik donemine kadar genis bir yasam araliginin incelenmesi ¢alismanin giiglii yanlari
arasindadir. Ek olarak, tartrazin igeren paketli besinlerin diyette artis gosterdigi addlesan
déneminin baglangic noktasi olarak kabul edilmesi, insanin yasam dongiisiine es bir
degerlendirme yapabilmeye olanak tanimustir. Ote yandan, calismanin birtakim siirliliklart
da mevcuttur. ilk olarak, tartrazinin icme suyuna katilarak verilmesi, hayvanlarin net tartrazin
alimimi hesap etmeyi giiclestirmistir. Her ne kadar haftalik su tiikketim miktar1 6lgtimleri
yapilarak, viicut agirligi degisimlerine gore doz revizyonlar: yapilmis olsa da, bu yontem,
ongoriilleyemeyen birtakim kayiplarin (6rnegin suluklardan kafese damlayan suyla olusan
kayip) ortaya c¢ikmasima sebep olmustur. ikincil olarak, tartrazin miidahalesinin bagirsak
mikrobiyotasi {izerine etkisi, her grubu temsilen bir hayvanin numune 6rnekleri {izerinden
degerlendirilmistir. Bu durum, yalnizca klinik anlamlilik {izerine yorum yapabilmeye olanak
tammistir. Son olarak calisma kapsaminda, genel saglik durumunu yansitabilecek tek
parametere (haftalik viicut agirligr takibi) degerlendirilmistir. Bu durum, tartrazin alan
gruplarda meydana gelen mikrobiyota degisimi ile olast saglik etkileri arasinda giiglii iligkiler
kurmay1 zorlastirmistir. Buna karsin elde edilen verilerin, ileri ¢alismalara konu olabilecek pek

¢ok onctil hipotezi literatiire kazandirdig1 diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismanin sonuglarindan elde edilen verilere gore;

Peripubertal donemden itibaren on iki hafta boyunca ADI diizeyinde tartrazin
tilketimi, erkek sicanlarda viicut agirligi artis oranini kontrol grubuna kiyasla
diisiirmiistiir (p<<0,001). Disi si¢anlarda ise, ayni1 siire ve dozdaki tartrazin tiiketimi,
kontrol ve miidahale grubunun agirlik artis oranlari arasinda anlamli bir fark
olusturmamustir (p=0,645).

Peripubertal donemden itibaren on iki hafta boyunca ADI diizeyinde tartrazin
tiikketimi, bagirsak mikrobiyotasini zamana ve cinsiyete bagimli olarak degistirmistir.
Erkek siganlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiiketen grupta, kontrolden farkli
olarak, Proteobacteria filumu artmus; Firmicutes filumu azalmistir. Bacteroidetes
filumu her iki grupta da azalmis ancak tartrazin alan gruptaki mutlak degisim daha
fazla olmustur.

Erkek sicanlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiikketen grupta, kontrolden farkli
olarak, Gammaproteobacteria sinifi artmis; Bacilli sinifi azalmistir. Bacteroidia smifi
her iki grupta da azalmig ancak tartrazin alan gruptaki mutlak degisim daha fazla
olmustur.

Erkek sicanlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiiketen grupta, kontrolden farkli
olarak, Enterobacteriales takim artmistir. Bacteroidales, Lactobacilliales ve
Bifidobacteriales takimlari, her iki grupta da azalmis ancak tartrazin alan gruptaki
mutlak degisim daha fazla olmustur.

Erkek sicanlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiiketen grupta, kontrolden farkl
olarak, Enterobacteriaceae familyasi artmistir. Bacteroidaceae, Lactobacilliaceae ve
Bifidobacteriaceae familyalari, her iki grupta da azalmig ancak tartrazin alan gruptaki
mutlak degisim daha fazla olmustur.

Erkek sicanlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiikketen grupta, kontrolden farkli
olarak, Escherichia (6zellikle E.albertii) cinsi artmistir. Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsleri, her iki grupta da azalmis ancak tartrazin alan gruptaki mutlak
degisim daha fazla olmustur.

Erkek siganlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiikketen grupta, kontrollere benzer
sekilde Firmicutes/Bacteroidetes orani baglangi¢ noktasina kiyasla artis gostermistir.
Ancak tartrazin grubunda meydana gelen mutlak degisim, kontrol grubunun altinda

kalmugtir.
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Erkek sicanlarda on iki haftalik tartrazin tiiketen grupta, kontrolden farkli olarak,
Shannon ¢esitlilik indeksi ile degerlendirilen bakteri ¢esitliligi baslangi¢ noktasina
kiyasla diigmiistiir (p<0,001).

Disi sicanlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiiketen grupta, kontrolden farkli olarak,
Proteobacteria filumunun ivmelenme siddeti diiserken, Bacteroidetes filumunun
nispi ¢oklugu artmistir. Firmicutes filumunun nispi ¢oklugu, her iki grupta da azalmus,
ancak tartrazin grubunda meydana gelen mutlak degisim, kontrol grubunun altinda
kalmugtir.

Disi siganlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiiketen grupta, kontrolden farkl: olarak,
Gammaproteobacteria simifinin ivmelenme siddeti diiserken, Bacteroidia sinifinin
nispi ¢oklugu artmustir. Bacilli ve Actinobacteria siniflarinin nispi ¢oklugu, her iki
grupta da azalmis, ancak tartrazin grubunda meydana gelen mutlak degisim, kontrol
grubunun altinda kalmigtir. Clostridia siifinin ise nispi ¢oklugu her iki grupta da
artmis, ancak tartrazin alan gruptaki mutlak degisim daha fazla olmustur.

Disi sicanlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiikketen grupta, kontrolden farkli olarak,
Enterobacteriales takiminin ivmelenme siddeti diiserken, Clostridiales ve
Bacteroidales takimlarinin  nispi  ¢oklugu artmustir. Lactobacilliales ve
Bifidobacteriales takimlari, her iki grupta da azalmis ancak tartrazin grubunda
meydana gelen mutlak degisim, kontrol grubunun altinda kalmustir.

Disi siganlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiiketen grupta, kontrolden farkli olarak,
Enterobacteriaceae familyasinin ivmelenme siddeti diiserken, Bacteroidaceae,
Veillonellaceae ve Rumminococcaceae familyalarinimin nispi ¢oklugu kontrol
grubunun aksine artmigtir. artmustir. Lactobacillaceae ve Bifidobacteriaceae
familyalarinda her iki grupta da zamana bagli bir diisiis meydana gelmekle birlikte,
tartrazin grubunda meydana gelen mutlak degisim, kontrol grubunun altinda kalmstir.
Disi sicanlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiiketen grupta, kontrolden farkli olarak,
Escherichia ve Serratia (6zellikle E.albertii ve S.entomophia) cinslerinin ivmelenme
siddeti diiserken, Bacteroides (6zellikle B.sartorii) ve Veillonella’nin (6zellikle
V.criceti) nispi ¢oklugu kontrol grubunun aksine artmistir. Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerinde (6zellikle B.choerinum) her iki grupta da zamana bagl
bir diisiis meydana gelmekle birlikte, tartrazin grubunda meydana gelen mutlak
degisim, kontrol grubunun altinda kalmstir.

Disi siganlarda on iki hafta boyunca tartrazin tiiketen grupta, kontrol grubunun aksine
Firmicutes/Bacteroidetes orani baglangi¢ noktasina kiyasla azalmigtir.

Disi si¢anlarda on iki haftalik tartrazin tiiketen grupta, kontrolden farkli olarak,
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Shannon ¢esitlilik indeksi ile degerlendirilen bakteri ¢esitliligi baslangi¢ noktasina
kiyasla artmistir (p<0,001).

Bu sonuglar, ADI seviyesinde tartrazin tiiketiminin dahi bagirsak mikrobiyotasinda
cinsiyete Ozgli birtakim degisikliklerle sonuglanabilecegine isaret etmektedir. Bagirsak
mikrobiyotasinda meydana gelen bu degisimler ile konak sagligi arasinda baginti kurabilmek
adina her iki cinsiyet grubunun ayr1 ayr1 modellendigi ileri calismalarin yapilmasi
onerilmektedir. Literatiire kazandirilacak bu yeni veriler ile, ileri donemlerde, gida katki
maddelerinin giivenilirliginin degerlendirilmesinde mikrobiyota analizlerinin de siirece dahil

edilebilecegi ongoriilmektedir.

Gida katki maddelerine iligkin maruziyetin azaltilabilmesi adina 6zellikle addlesan
yastaki ¢ocuklarda yeterli, dengeli ve saglikli diyet modellerinin tercih edilmesi énemlidir.
Mikrobiyotanin da sekillenmeye basladigi erken donemde, ¢ocuklarin tiikketimine 6zel {iretilen
besinlerde gida katki maddelerinin siirlandirilmasina yonelik ulusal politikalarin
olusturulmasmin toplum sagliginin gelistirilmesi adina atilabilecek ©6nemli bir adim

olabilecegi onerilmektedir.
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TOPLANTI TARIHi : 05/04/2023

TOPLANTINO :2023-7
DOSYA NO :2022-43
KARAR NO : 2023-7-63

Yiiriitiictilijgiinii Universitemiz Saghk Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii 6gretim
tiyelerinden Prof. Dr. Nurcan YABANCI AYHAN'in yaptigy; arastirict olarak Ozlem CETINER,
Veli Cengiz OZALP, Ali Dogan DURSUN, Murat KAVRUK, Tugge NUR BALCI, Emre DUMAN
ve Gokeen IPLIKCI’nin katildig1 “Siganlarda Erken Dénemde Tartrazine Maruziyetin Mikrobiyota
Uzerine Etkisi” bashkl aragtirma projesinin igerigi Kurulumuzun 13.04.2022 tarihli toplantisinda
alinan 2022-8-80 sayili karariyla onaylanmstir.

Proje Yiiriitiiciisii tarafindan Kurulumuza verilen 24.03.2023 tarih ve 232336 sayih dilekgede,
projenin heniiz tamamlanmamasi gerekgesiyle Etik Kurul izninin bir yil siireyle uzatilmas: talep
cdilmektedir.

S6z konusu dilekge, Universite Senatosunun 12/2/2016 tarih ve 430/3642 say1li karari ile kabul edilen
ve Hayvan Deneyleri Merkezi Etik Kurulu’nun 19/2/2016 tarih ve 42 sayili karari ile onaylahan
“Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi®nin 11 (5) maddesi
kapsaminda degerlendirilmis ve ¢alismanin Etik Kurul izin siiresinin 1 yil uzatilmasinin uygun
olduguna oy birligi ile karar verilmistir.

Gegerlilik Siiresi : 20/04/2022-20/04/2024

ETiK KURUL UYELERI
Unvanm / Adi / Soyadi Uzmanlik Dah Kurumu | Cinsiyeti imza
Prof. Dr. M. Taner KARAOGLU Viroloji Veteriner | "
(Bagkan) Anabilim Dali Fakiiltesi i
Prof. Dr. Tanju OZCELIKAY Farmakoloji Eczacihk E
(Baskan Vekili) Anabilim Dali Fakiiltesi
' Prof. Dr. Emine DEMIREI YILMAZ Tibbi | I
D O (e) ’ Farmakoloji | Tip Fakiiltesi K
y Anabilim Dali - -
Prof. Dr. Nuri YIGIT Zooloji T .
(Uye) Anabilim Dal; | Fen Fakiiltesi o
B e . | SuUrinteri | . |
Prof. Dr. Mine KIRKAGAC o e Ziraat
(Uye) Miihendisligi Fakiiltesi K
- | BoWma | " |
Adres: Tel: B
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Prof. Dr. Halit KANCA Dot | i it
(Uye) Hioskoloji Fakiiltesi
— | AmabilimDah | T
|
Dog. Dr. Giilnur GOLL{ BAHADIR L e L
(Oye) Cerrahisi Tip Fakiiltesi
Anabilim Dali
- B Yemlerve |
Dog. Dr. Nese Nuray TOPRAK Hayvan Ziraat
(Uye) Besleme Fakiiltesi
. e e o vabilion Dl 00 L
l Veteriner
Dr. Vet. Hek. Nigar YERLIKAYA | Hekimligi | o .
(Uye) Tarihi ve Fakiiltesi
¥ Deontoloji S
S —— |50 SR
Dr. Vet. Hek. Giirbiiz ERTURK ARl .
(Uye) Veteriner Serbest
Saglik Merkezi
Uzm. Vet. Hek. Hiiseyin DEDE Nelsings
(Uye) Hekimler Serbest
? Dernegi
) - ¥ Dcne;_ B
] s Hayvanlari e 1
Uzm. Vet. I{el\:_ Attila ISGOREN Yetistirme ve | Tip Fakiiltesi
(Uye) At
stirma
Laboratuvar:
Eatma Ayeun COJKUN Iktisat Serbest \
(Uye)

139



