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DENEYSEL OLARAK AFLATOKSĠN B1'E MARUZ BIRAKILAN RATLARDA 

PROPOLĠS TAKVĠYESĠNĠN OKSĠDATĠF STRES VE BAĞIRSAK 

MĠKROBĠYOTASI ÜZERĠNE ETKĠLERĠ 

Sevtap KABALI  

Erciyes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dalı 

Doktora Tezi, Aralık 2024  

DanıĢmanlar: Dr. Öğr. Üyesi Neslihan ÖNER, Doç. Dr. Mehtap ÜNLÜ SÖĞÜT 

ÖZET 

Aflatoksin B1 (AFB1) insanların ve hayvanların sık tükettiği besinlerde uygun olmayan 

koĢullarda oluĢarak sağlık üzerinde olumsuz etkilere neden olmaktadır. Güçlü 

antioksidan aktiviteye sahip olan propolis, oksidatif stresi azaltabilir ve bağırsak 

mikrobiyota kompozisyonunu modüle edebilir. Ancak, propolisin AFB1 kaynaklı 

intestinal bariyer hasarını hafifletmesinin altında yatan mekanizma net değildir. Bu 

çalıĢma, AFB1‟e maruz kalan ratlarda oral propolis takviyesinin koruyucu etkilerini 

araĢtırmak üzere tasarlanmıĢtır. Otuz iki adet erkek Sprague Dawley rat dört gruba 

ayrılmıĢtır: Kontrol (CON), Aflatoksin B1 (AFB1) (25 μg/kg/gün AFB1), Propolis 

(PRO) (250 mg/kg/gün propolis) ve Aflatoksin B1 + Propolis (AFB1 + PRO) (25 

μg/kg/gün AFB1 + 250 mg/kg/gün propolis). Dört haftanın sonunda, serum glutatyon 

(GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), malondialdehit (MDA), 

süperoksit dismutaz (SOD) ve toplam antioksidan kapasite (TAS) düzeyleri incelenmiĢ 

ve 16S rRNA sekanslama yoluyla bağırsak mikrobiyotası analiz edilmiĢtir. Buna göre, 

ratların GSH ve MDA düzeylerinin gruplar arasında istatistiksel olarak farklı olmadığı 

belirlenmiĢtir (p>0,05). AFB1 grubunda GSH-Px düzeyinin KON grubuna göre anlamlı 

olarak azaldığı (p=0,030), propolis verilen gruplarda (PRO ve AFB1+PRO) ise anlamlı 

bir değiĢiklik olmadığı görülmüĢtür (p>0,05). Deney gruplarında SOD ve CAT 

düzeyleri incelendiğinde AFB1 grubunun en düĢük enzim aktivitesine sahip olduğu 

saptanmıĢtır (sırasıyla p=0,039 ve p=0,059). Propolis verilen gruplarda CAT düzeyi 

KON grubuna kıyasla azalma eğilimi göstermiĢtir, ancak bu azalma istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıĢtır (p>0,05). PRO grubunun TAS düzeyi KON ve AFB1 

gruplarından anlamlı olarak daha yüksek bulunmuĢtur (p=0,043). Bray-Curtis 

benzeĢmezlik indeksine göre, KON ve AFB1+PRO gruplarındaki ratlarda bakteriyel 

topluluklarının, AFB1 ve PRO gruplarındaki ratlara göre birbirine daha benzer olduğu 

görülmüĢtür. Bununla birlikte, alfa çeĢitlilik analizi PRO grubunda bakteriyel topluluk 

çeĢitliliğinin diğer gruplara göre daha fazla olduğunu ortaya koymuĢtur. Ratların dıĢkı 

örneklerinde toplamda on bakteri filumu tespit edilmiĢtir. Bu filumlar arasında 

Firmicutes, Bacteroidetes ve Proteobacteria deney gruplarında en bol bulunan 

filumlardır. Firmicutes bolluğu PRO grubunda KON grubundan önemli ölçüde yüksek 

bulunmuĢtur, sırasıyla bakteri bolluğunun yaklaĢık %73,51 ve %71,01‟ini 

oluĢturmaktadır. Deney gruplarında Bacteroidetes ve Proteobacteria bollukları benzer 

bulunmuĢtur. Aynı zamanda, propolis takviyesi Lactobacillus, Roseburia ve 

Phascolarctobacterium göreceli bolluklarındaki azalmayı önleyerek bağırsak 

mikrobiyotasını yeniden yapılandırmıĢtır. Sonuç olarak, propolis takviyesinin AFB1‟e 

maruz kalan ratlarda oksidatif stresi hafifletici etki göstererek, bağırsak 

mikrobiyotasının modülasyonuna katkı sağladığı düĢünülmektedir. 

Anahtar kelimeler: Aflatoksin B1; Bağırsak bariyer hasarı; Bağırsak mikrobiyotası; 

Oksidatif stres; Propolis 
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EFFECTS OF PROPOLIS SUPPLEMENT ON OXIDATIVE STRESS AND GUT 

MICROBIOTA IN RATS EXPERIMENTALLY EXPOSED TO AFLATOXIN B1 
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Erciyes University, Graduate School of Healthy Sciences Department of Nutrition 

and Dietetics P.hD. Thesis, December 2024  
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ABSTRACT 

Aflatoxin B1 (AFB1) occurs under unfavorable conditions in foods commonly 

consumed by humans and animals, causing adverse health effects. Propolis, which has 

strong antioxidant activity, can reduce oxidative stress and modulate gut microbiota 

composition. However, the underlying mechanism by which propolis attenuates AFB1-

induced intestinal barrier damage is not clear. This study was designed to investigate the 

protective effects of oral propolis supplementation in AFB1-exposed rats. Thirty-two 

male Sprague Dawley rats were divided into four groups: Control (CON), Aflatoxin B1 

(AFB1) (25 μg/kg/day AFB1), Propolis (PRO) (250 mg/kg/day propolis) and Aflatoxin 

B1 + Propolis (AFB1 + PRO) (25 μg/kg/day AFB1 + 250 mg/kg/day propolis). At the 

end of four weeks, serum glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase 

(CAT), malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and total antioxidant 

capacity (TAS) levels were examined and intestinal microbiota was analyzed by 16S 

rRNA sequencing. Accordingly, GSH and MDA levels of rats were not statistically 

different between the groups (p>0.05). In the AFB1 group, GSH-Px level was 

significantly decreased compared to the CON group (p=0.030), while there was no 

significant change in the propolis groups (PRO and AFB1+PRO) (p>0.05). When SOD 

and CAT levels were analyzed in the experimental groups, it was found that AFB1 

group had the lowest enzyme activity (p=0.039 and p=0.059, respectively). CAT level 

showed a tendency to decrease in the propolis-treated groups compared to the CON 

group, but this decrease was not statistically significant (p>0.05). TAS level of the PRO 

group was found to be significantly higher than the KON and AFB1 groups (p=0.043). 

According to the Bray-Curtis dissimilarity index, the bacterial communities in the KON 

and AFB1+PRO groups were more similar to each other than in the AFB1 and PRO 

groups. However, alpha diversity analysis revealed that bacterial community diversity 

was higher in the PRO group than in the other groups. A total of ten bacterial phyla 

were detected in the fecal samples of the rats. Among these phyla, Firmicutes, 

Bacteroidetes and Proteobacteria were the most abundant phyla in the experimental 

groups. Firmicutes abundance was significantly higher in the PRO group than in the 

CON group, accounting for approximately 73.51% and 71.01% of the bacterial 

abundance, respectively. Bacteroidetes and Proteobacteria abundances were similar in 

the experimental groups. At the same time, propolis supplementation restored the gut 

microbiota by preventing the decrease in the relative abundances of Lactobacillus, 

Roseburia and Phascolarctobacterium. In conclusion, propolis supplementation may 

contribute to the modulation of gut microbiota by alleviating oxidative stress in AFB1-

exposed rats. 

 

Keywords: Aflatoxin B1; Gut microbiota; Intestinal barrier damage; Oxidative stress; 

Propolis 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Mikotoksinler, filamentli mantarlar veya küfler tarafından üretilen toksik sekonder 

metabolitlerdir ve "geliĢmiĢ omurgalılara ve diğer hayvanlara doğal bir yolla düĢük 

konsantrasyonda verildiğinde toksik bir tepki uyandıran doğal ürünler" olarak 

tanımlanmaktadır (Bennett, 1987). Teknolojinin geliĢmesi ile doğada yüzlerce 

mikotoksin keĢfedilmiĢtir. Mikotoksinler arasında aflatoksin B1 (AFB1), 

deoksinivalenol (DON), zearalenon (ZEA), fumonisin B1 (FB1) ve okratoksin A (OTA) 

önemli etkileri ve yüksek tespit oranları nedeniyle en çok araĢtırılan mikotoksin türleri 

olmuĢtur (Pinotti ve ark., 2016). Gıda ve Tarım Örgütü (Food and Agriculture 

Organization, FAO) özellikle tahıllar ve sert kabuklu meyveler dahil olmak üzere dünya 

çapındaki tarımsal ürünlerin en az %25'inin mikotoksinlerle kontamine olduğunu 

tahminleri arasında belirtmiĢtir (Eskola ve ark., 2020).  

AFB1, Aspergillus spp. mantar cinsinin özellikle A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius 

türleri tarafından üretilen, sıcaklık ve nemin etkisi ile besinlerde ve yemlerde doğal 

olarak oluĢan bir mikotoksindir (Ismail ve ark., 2018).  Bu toksine uygun koĢullarda 

hasat etme, taĢıma ve depolama iĢlemleri uygulanmayan tahıllar, kuru baklagiller, sert 

kabuklu meyveler ve baharat türlerinde sıklıkla rastlanmaktadır (Canavar ve Kaynak, 

2013; Wang ve ark., 2020).  

Mikotoksinler arasında en toksik özelliğe sahip olan AFB1, Uluslararası Kanser 

AraĢtırma Ajansı tarafından insanlarda Grup IA kanserojen olarak kabul edilmektedir 

(WHO ve IARC, 1993). AFB1, baĢlıca hepatosellüler karsinoma ile 

iliĢkilendirilmektedir (Zhou ve ark., 2019) ancak yapılan güncel çalıĢmalar AFB1‟in 

biyoaktivasyonu ve potansiyel toksik etkilerinin gastrointestinal sistem gibi ekstra-

hepatik dokularda da gerçekleĢtiğini ortaya koymuĢtur (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018; 
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Xue ve ark., 2023). AFB1‟e maruziyet sonucunda dokularda inflamatuar yanıt ve 

oksidatif stres meydana gelmektedir (Limaye ve ark., 2018).   

Yapılan in vitro ve in vivo çalıĢmalarda AFB1 sitotoksisite mekanizmasının, hücre 

bütünlüğüne ve DNA hasarına neden olan reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluĢması ile 

iliĢkili olduğu tespit edilmiĢtir (Huang ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2015). Dolayısıyla 

bağıĢıklık sisteminin aktive olması, apoptozun indüklenmesi ve hücre proliferasyonu 

intestinal bariyer hasarına neden olmaktadır (Robert ve ark., 2017). AFB1 maruziyeti 

bağırsak disbiyozuna, faydalı bakterilerin azalması veya patojenik bakteri 

popülasyonunun artması sonucu bağırsak mikrobiyota kompozisyonunda değiĢikliğe 

sebep olabilir (Wang ve ark., 2015). Ancak, AFB1‟in bağırsak mikrobiyotası üzerindeki 

etkisi ve oksidatif stres yolakları ile ilgili sınırlı sayıda çalıĢma bulunmaktadır (Liew ve 

Mohd-Redzwan, 2018; Sui ve ark., 2022).  

Önemli sağlık sorunlarına neden olan AFB1‟in eliminasyonu ve inaktivasyonu için 

çeĢitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yöntemler geliĢtirilmiĢtir (Nazhand ve ark., 2020). 

GeliĢtirilen yöntemlerin yüksek maliyetli olması, besinin organoleptik özelliklerine 

zarar vermesi, kabul edilebilirliğinin düĢük olması ve besin ögesi kaybına neden olması 

gibi nedenlerden dolayı AFB1‟in detoksifikasyonunda etkili ve yenilikçi yöntemlere 

ihtiyaç duyulmaktadır (Kabak ve ark., 2006).  

Doğal biyoaktif maddeler arasında yer alan ve bal arıları tarafından üretilen propolis, 

AFB1‟i detoksifiye etmek için umut verici bir yöntem olabilir (Mahmoodzadeh-

Hosseini ve ark., 2020). Dahası, propolisin Aspegillus spp. mantarının üremesini ve 

aflatoksin biyosentezinde görev alan genlerin ekspresyonunu inhibe ederek besinlerden 

aflatoksin kontaminasyonunu önlediği çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Hamzeh-Pour ve 

ark., 2020; Hassanien ve ark., 2021; Ventura-Aguilar ve ark., 2022). 

Propolis 300‟den fazla polifenol, monoterpen, amino asit, steroid, fenolik aldehit ve 

diğer inorganik bileĢikleri yapısında bulundurmaktadır (Zeighampour ve ark., 2014). Bu 

fenolik bileĢiklerin etki mekanizmasının serbest radikalleri inhibe ederek güçlü 

antioksidan aktiviteye sahip olduğu yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Bae ve ark., 

2022; Tsamesidis ve ark., 2022). Bununla birlikte, propolisin oksidatif strese karĢı 

koruyucu ve bağırsak mikrobiyota kompozisyonunu düzenleyici etkilerini araĢtırmaya 

yönelik bazı araĢtırmalar yapılmıĢtır (Chien ve ark., 2023; Okamura ve ark., 2022). 
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Dekstran sülfat sodyum ile indüklenen oksidatif stres modelinde propolisin antioksidan 

enzimlerin aktivitesini, toplam antioksidan kapasiteyi, bağırsak mikrobiyotası 

çeĢitliliğini ve zenginliğini arttırdığı belirlenmiĢtir (Wang ve ark., 2018). Ratlarda 

yapılan benzer bir çalıĢmada propolis takviyesinin bağırsak mikrobiyota 

kompozisyonunu iyileĢtirdiği ve intestinal bariyerde bulunan sıkı bağlantı (tight 

junction) proteinlerinin düzeyini arttırdığı saptanmıĢtır (Xue ve ark., 2019).  

Propolisin bağırsak mikrobiyomunu modüle ettiği ve oksidatif hasarı azalttığı 

araĢtırılmasına rağmen AFB1 maruziyetinin verdiği bağırsak hasarını önlenmesi 

konusunda bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Bununla birlikte, AFB1‟in neden olduğu 

disbiyoz ve bağırsak dokusundaki oksidatif hasar durumunda uygulanan propolis 

takviyesine iliĢkin herhangi bir çalıĢma olmaması literatürdeki eksiklikler arasındadır. 

Aynı zamanda, düĢük doz AFB1 uygulamasının etkilerini araĢtıran çalıĢmalar sınırlı 

düzeydedir.  

Yapılan bu çalıĢmada ilk kez düĢük doz AFB1 uygulaması sonucu propolis takviyesinin 

koruyucu etkisi kapsamlı bir Ģekilde araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmanın amacı, AFB1‟e 

maruz kalan ratlarda propolis takviyesinin oksidatif stres ve bağırsak mikrobiyota 

kompozisyonuna etkilerinin araĢtırılmasıdır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Mikotoksinler 

Besinler ve tarımsal ürünler mikrobiyal üreme için elveriĢli bir ortama sahiptir. Bu 

nedenle küresel olarak mikrobiyal kontaminasyon önemli bir sorun haline gelmiĢtir. 

Toprak mahsulleri, yemler ve diğer besinlerin hasat öncesi, hasat sonrası ve depolama 

gibi aĢamalarda uygun koĢularda iĢlenmemesi nedeniyle, bu ürünler mikrobiyal üreme 

açısından yatkın hale gelmektedir. Aspergillus, Fusarium ve Penicillium gibi fırsatçı 

mantar türleri uygun çevresel koĢullar altında hızla çoğalmaktadır ve “mikotoksin” adı 

verilen sekonder metabolitleri üretmektedir. Mikotoksin kelimesi mantar anlamına 

gelen “mykes” veya “mukos” ile zehirlenme anlamına gelen “toxikon” veya “poison” 

ifadelerinden türetilmiĢtir. Mikotoksinler, zehirli metabolitler olup insan ve hayvan 

sağlığı için karsinojenik, teratojenik ve mutajenik gibi çeĢitli toksik etkilere neden 

olmaktadır (Pitt, 2013).  

Gıda güvenliği ve sağlık açısından önemli tehdit oluĢturan mikotoksinlerin oluĢumunda 

kimyasal, fiziksel ve biyolojik faktörler etkilidir. Hasat öncesi bitkiye uygulanan 

gübreleme ve ilaçlama iĢlemleri, mantarın substrat kaynağı, karbondioksit ve oksijen 

miktarı kimyasal faktörler arasındadır. Besinin su aktivitesi, ortamın nem oranı, sıcaklık 

ve besinin mekanik özellikleri gibi etkenler fiziksel faktörlere örnek olarak verilebilir. 

Bunun yanı sıra mikotoksin üreten mantar sayısı, mantarların genetik yapısı ve üreme 

yeteneği, bitki veya besinin dayanıklılığı mikotoksin üretimini biyolojik olarak 

etkilemektedir (Tiryaki ve ark., 2011).  

Teknolojik geliĢmeler ve ileri analiz teknikleri sayesinde doğada insan ve hayvanlar 

üzerinde toksik etkiye sahip 500‟den fazla mikotoksin keĢfedilmiĢtir (Dey ve ark., 

2022). Tarih boyunca “mikotoksikozis” vakaları görülse de kayıtlara giren ilk 

mikotoksin vakası II. Dünya SavaĢı sırasında Rusya‟da görülen “Alimentary Toxic 

Aleukia (ATA)” dır. ATA, kanda lökosit sayısının azalması sonucu görülen lösemi 
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olarak tanımlanmaktadır. SavaĢın etkisiyle hasadı uygun zamanda ve koĢullarda 

yapılmayan mısırların Fusarium, Mucor ve Penicillium gibi küfler ve metabolitleri ile 

kontamine olduğu belirtilmektedir. Kontamine olan bu mısırların ekmek yapımında 

kullanılması ile birlikte ATA vakalarına yol açtığı bildirilmiĢtir (Lu ve ark., 2023). 

Benzer Ģekilde Bosna Hersek, Bulgaristan, Romanya, Yugoslavya, Hırvatistan, 

Sırbistan ve Slovenya‟da OTA ile kontamine tahılların tüketimine bağlı olarak “Balkan 

Endemik Nefropatisi” vakaları görülmüĢtür. Bu derecede ölümcül sonuçlara neden olan 

mikotoksikozis vakalarına rağmen mikotoksinler ile ilgili ilk bilimsel çalıĢmalar 

1960‟larda yapılmıĢtır (Abouzied ve ark., 2002).  

Besinlerde ve yemlerde sıklıkla karĢılaĢılan mikotoksinler aflatoksin türleri, OTA, 

DON, ZEA, FB1 ve patulindir (PAT). Ġklim değiĢikliğine bağlı olarak geliĢen yüksek 

sıcaklıklara ve kuraklığa karĢı dayanıklı olan mikotoksinler baĢta tahıllar olmak üzere 

kuru meyveler, sert kabuklu meyveler, kuru baklagiller, baharat türleri, kahve ve kakao 

gibi besinlerde bulunabilmektedir. Aynı zamanda hayvanların mikotoksinler ile 

kontamine yemleri tüketmesi sonucu et, süt ve yumurtada mikotoksinlere 

rastlanmaktadır (Çelik, 2022).  

Doğada çok sayıda türü bulunan mikotoksinler, düĢük dozlarda bile önemli sağlık 

sorunlarına neden olmaktadır. Kontamine besinler veya yemlerin tüketimi sonucu 

mikotoksinler canlı tarafından sindirildiğinde akut veya kronik hastalıklara neden 

olabilmektedir. Mikotoksinlerin kanser türleri, karaciğer ve böbrek hastalıkları, 

bağıĢıklık sisteminin baskılanması, nörolojik bozukluklar, hemorajik sendromlar, 

sitotoksisite, genotoksisite ve birçok teratojenik semptomlar ile iliĢkili olduğu yapılan 

çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Yang ve ark., 2020). Tablo 2.1‟de bazı mikotoksin türleri, 

kontaminasyon kaynakları ve olası sağlık etkileri verilmiĢtir. 
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Tablo 2.1. Mikotoksin türleri, kontamine olduğu besinler ve sağlığa zararları 

Mikotoksin 

türleri 

Kontamine olan 

besinler 

Sağlığa zararları Kaynak 

AFB1 Buğday, mısır, 

yulaf, arpa, pirinç 

Kanser, bağıĢıklık sisteminin 

baskılanması, oksidatif stres ve 

büyümede gerilik 

(McMillan et 

al., 2018) 

ZEA Buğday, mısır, 

yulaf, arpa, pirinç 

Erken ergenlik, meme kanseri (Wan et al., 

2021) 

FB1 Mısır, üzüm Teratojenik, nefrotoksik ve 

hepatotoksik 

(T. Wang et 

al., 2022) 

OTA Tahıllar, kabuklu 

yemiĢler, kuru 

meyveler, kahve, 

kakao 

Nefrotoksik (böbrek tümörleri), 

karsinojenik  

(L. Wang et 

al., 2022) 

DON Buğday, mısır, 

yulaf, arpa, pirinç 

Protein sentezinin inhibisyonu, 

inflamatuar yanıt, kusma, abdominal 

ağrı, diyare, baĢ ağrısı, bağıĢıklık 

sisteminin baskılanması 

(Sumarah, 

2022) 

PAT Meyveler (elma), 

silajlar 

Ġntestinal bariyer fonksiyonunun 

bozulması, fizyolojik iĢlevlerin 

baskılanması 

(Q. Zhai et 

al., 2019) 

Kısaltmalar: AFB1, Aflatoksin B1, DON, Deoksinivalenol, OTA, Okratoksin A, PAT, 

Patulin, ZEA, Zearalenon. 

Besin ve yem örneklerinde mikotoksin varlığı ve türünün araĢtırıldığı BIOMIN Dünya 

Mikotoksin ÇalıĢması 2020 sonuçlarına göre, 59 ülkeden toplanan örneklerin 

%67‟sinde mikotoksine rastlanmıĢtır (BIOMIN, 2020). Aynı yöntemler kullanılarak 

2021‟de tekrarlanan çalıĢma sonuçlarında bu oran %65 olarak açıklanmıĢtır. Asya 

bölgesi her iki çalıĢmada da mikotoksin kontaminasyonunun en yoğun olduğu bölge 

olarak rapor edilmiĢtir. Asya bölgesinde karĢılaĢılan mikotoksinlerin baĢında ise AFB1 

(%92) gelmektedir. Bununla birlikte, mikotoksin görülme oranı en düĢük olan bölge 

%24 ile Kuzey Avrupa olarak belirlenmiĢtir (BIOMIN, 2021).  

Benzer Ģekilde besinlerde veya yemlerde sağlığa yönelik risk durumunda o ürünlerin 

geri toplatılması, alıkonulması ve dağıtımının durdurulması gibi aksiyonları yerine 

getiren Gıda ve Yem için Hızlı Alarm Sistemi (Rapid Alert System for Food and Feed- 

RASFF), mikotoksinleri ilk 10 tehlike arasında değerlendirmektedir. RASFF 

raporlarında aflatoksinlerin besinlerde en yaygın görülen mikotoksin türü olduğuna yer 

verilmiĢtir (Agriopoulou ve ark., 2020). 
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2.2. Aflatoksinler  

Aflatoksinler A. flavus, A. nomius ve A. parasiticus mantarları tarafından üretilen ve en 

toksik metabolit grubunda yer alan mikotoksin türüdür (Nodoushan ve ark., 2019). 

Tarihteki ilk aflatoksikoz vakası 1960 yılında Ġngiltere‟de bir hindi çiftliğinde 

görülmüĢtür. Burada, 100.000‟den fazla hindinin aflatoksin ile kontamine yemleri 

tüketilmesi sonucu karaciğer nekrozu ve intestinal inflamasyona bağlı olarak öldüğü 

bildirilmiĢtir (Bullerman, 1979). Aflatoksinler su aktivitesi 0,98-0,99, sıcaklığı 12-42°C 

ve pH'ı 3,5-8,0 arasında olan ortamlarda üreyebilmektedir. Aflatoksin açısından baĢlıca 

riskli besinler; tahıl ürünleri (buğday, arpa, yulaf, mısır vb.), kuru baklagiller, sert 

kabuklu meyveler (yer fıstığı, fındık, ceviz, badem, Antep fıstığı vb.), kuru meyveler 

(kuru incir, kuru kayısı, kuru üzüm vb.), baharat çeĢitleri, süt ve ürünleridir (Erginkaya 

ve Kabak, 2010).  

Doğada aflatoksinlerin yaklaĢık 18 çeĢidi bulunmaktadır. Bunlardan Aflatoksin B1, B2, 

M1, M2, G1 ve G2 en yaygın olanlarıdır. Aflatoksin ifadesinin yanında yer alan “1” 

ifadesi majör grubu, “2” ifadesi ise minör grubu temsil etmektedir. Harflendirmeler ise 

aflatoksinlerin ultraviyole ıĢık altındaki görüntülerine göre belirlenmiĢtir. Aflatoksin B1 

ve B2 türlerinin ultraviyole ıĢık altında mavi (blue) görünmesi, G1 ve G2 türlerinin 

yeĢil (green) görünmesi, M1 ve M2 türlerinin süt ürünlerinde bulunması nedeniyle süt 

(milk) aflatoksini olarak adlandırılmaktadır (Adeyeye, 2016). ġekil 2.1‟de 

aflatoksinlerin kimyasal formülü verilmiĢtir. 
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ġekil 2.1. Aflatoksinlerin kimyasal formülleri (Özkaya ve Temiz, 2003). 

Dünya Sağlık Örgütü (World Health Organization, WHO), Amerika BirleĢik Devletleri 

Gıda ve Ġlaç Dairesi (Food and Drug Administration, FDA), Avrupa Gıda Güvenliği 

Otoritesi (European Food Safety Authority, EFSA) ve Avrupa Birliği Komisyonu 

(European Commission) aflatoksinlerin besinlerde bulunabilecek üst limitlerine dikkat 

çekmiĢtir (European Commission, 1881). Aynı Ģekilde Türkiye‟de Tarım ve Orman 

Bakanlığı‟nın Türk Gıda Kodeksi Gıdalarda BulaĢanların Maksimum Limitleri 

Yönetmeliği‟nde riskli besinlerde aflatoksin üst limitleri belirlenmiĢtir. Avrupa 

Komisyonu ve Türk Gıda Kodeksi‟ne göre aflatoksinlerin en yaygın olduğu tahıl ve 

ürünlerinde AFB1 miktarı maksimum 2 mcg/kg; AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 miktarı 

maksimum 4 mcg/kg olarak sınırlandırılmıĢtır (Türk Gıda Kodeksi, 2011).  
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2.3. Aflatoksin B1 

Aflatoksinler arasında en güçlü kanserojen olan AFB1 insan beslenmesinde kullanılan 

çeĢitli tarım ürünlerine kontamine olmaktadır (Matsuda ve ark., 2013). Besinlerdeki 

AFB1 miktarları 1 mcg/kg (1 ppb) ile 12.000 mcg/kg (12 ppm) arasında değiĢebilir. 

GeliĢmekte olan ülkelerde yaĢayan bireylerin besinlerde 0,03 ila 0,45 mg/kg (30-450 

ppb) aralığında AFB1'e maruz kaldıkları bildirilmiĢtir (Wang ve ark., 2016a). Bununla 

birlikte, Kenya'da birçok insanı öldüren bir aflatoksikoz salgınında, AFB1'e maruz 

kalma, günde kiĢi baĢına neredeyse 50 mg'dan fazla bulunmuĢtur (Probst ve ark., 2007). 

RASFF‟nin 2009-2018 yılları arasında Türkiye menĢeili bildirimlerinin yaklaĢık 

yarısını mikotoksinler oluĢturmaktadır. Bu yıllarda toplam 1236 aflatoksin bildirimi 

yapılmıĢtır. En yüksek aflatoksin tespiti 2009 yılında (174 bildirim), en düĢük tespit ise 

2014 yılında (87 bildirim) yapılmıĢtır (Masatcıoğlu ve Mustafa, 2023). RASFF‟nin 

2022 Türkiye menĢeili ürün bildirimlerinde 46‟sı kuru incirde ve 24‟ü Antep fıstığında 

olmak üzere toplamda 70 aflatoksin bildirimi yapılmıĢtır (European Commission, 

2023).   

2.3.1. Aflatoksin B1’in Kimyasal Yapısı ve Metabolizması 

AFB1, furofuran ve lakton halkalarından oluĢmaktadır. DNA ve proteinlerin furfuran 

halkası ile etkileĢime girdiğinde biyokimyasal yapılarında bozulmalar olduğu 

belirtilmektedir. Kumarin parçasında yer alan lakton halkası ise alkalilere karĢı hassas 

bir yapıya sahiptir ve kolaylıkla hidrolize olmaktadır. AFB1 suda çözünmezken, alkol 

ve kloroform gibi çözücülerde çözünmektedir. AFB1‟in aktivite gösterebilmesi için 

uygun pH aralığı 3-10‟dur. Optimum pH'ı dıĢında AFB1 stabil özellik 

göstermemektedir. Ultraviyole ıĢık altında parçalanabilen AFB1, 100°C gibi yüksek 

sıcaklıklara karĢı dirençli bir yapıya sahiptir. Dolayısıyla besinlere uygulanan düĢük 

sıcaklıktaki piĢirme yöntemleri ve pastörizasyon iĢlemleri toksinin elimine edilmesinde 

yetersiz kalmaktadır (Karatekeli, 2021).  

AFB1 direkt olarak karsinojenik etkiye sahiptir ve metabolizma üzerinde sitotoksik ve 

genotoksik etkilere neden olmaktadır. Ağız yoluyla alınan AFB1‟in metabolizması 

oldukça karmaĢıktır. Esas olarak alınan AFB1‟in yaklaĢık yarısı pasif difüzyon yoluyla 

duedonumdan emilmektedir. Emilmeyen AFB1 ise fekal yolla vücuttan atılmaktadır 

(Lin ve ark., 2012). Bağırsaklardan emilen AFB1, portal ven aracılığıyla karaciğere 
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taĢınmaktadır. Buradan baĢta böbrekler olmak üzere mezenterik ven ile diğer dokulara 

dağıtılmaktadır (Cao ve ark., 2022).   

Karaciğere ulaĢan AFB1, sitokrom P450 (CYP450) enzimleri tarafından 

biyotransformasyona uğramaktadır. CYP450 enzimlerinin yanı sıra alkol 

dehidrojenazlar, aldehit redüktazlar, epoksit-hidrolazlar ve keton redüktazlar AFB1 

metabolizmasında önemli rol oynamaktadır. Bu enzimlerin gerçekleĢtirdiği reaksiyonlar 

sonunda AFM1, aflatoksin Q1 (AFQ1), aflatoksin P1 (AFP1) ve AFB1-8,9 epoksit 

(AFBO) gibi metabolitler oluĢmaktadır. Biyotransformasyon yoluyla oluĢan ara ürünler 

dıĢkı, idrar, meni, süt, yumurta ve safra ile vücuttan atılmaktadır. AFB1 metabolitlerinin 

kalan kısmı ise özellikle AFBO, glutatyon (GSH) ile konjugasyon oluĢturarak 

detoksifiye olmaktadır veya DNA ve protein yapılarına zarar vererek karsinojenik etki 

göstermektedir (Cao ve ark., 2022; Karatekeli, 2021).  

2.3.2. Aflatoksin B1’in Sağlık Üzerine Etkileri 

AFB1‟in toksik etkileri alım miktarına ve maruziyet süresine bağlı olarak 

değiĢmektedir. AFB1‟in ölümcül dozu (LD50) insanlarda ve hayvanlarda farklıdır. Orta 

ve yüksek miktarda AFB1 alımına bağlı olarak geliĢen akut aflatoksikozis durumunda 

kusma, kanlı ishal, öksürük, ödem, akut karaciğer hasarı, anemi, iĢtahsızlık, ciltte 

sararma, abortus ve hatta ölüm görülebilir. Orta veya düĢük miktarda uzun süre AFB1 

maruziyeti kronik komplikasyonlara neden olabilir. Kronik aflatoksikozis büyümede 

gerilik, karaciğer enzimlerinin aktivitelerinin artması, konjenital bozukluklar, bağıĢıklık 

sisteminin baskılanması, DNA hasarı ve çeĢitli mutasyonlara yol açabilir (Benkerroum, 

2020).   

AFB1 potansiyel bir karsinojendir ve Uluslararası Kanser AraĢtırmaları Ajansı 

(International Agency for Research on Cancer, IARC) tarafından insanlar üzerinde grup 

1A karsinojen olarak sınıflandırılmaktadır. Zehirlenme türüne bağlı olarak dokularda ve 

organlarda (karaciğer, böbrek, dalak, pankreas, testis, ovaryum vb.) hasarlar ortaya 

çıkabilir ve hastalıklara neden olabilir. Vücuda alınan AFB1‟in toksik etki mekanizması 

oldukça karmaĢıktır (Hua ve ark., 2021).  AFB1 maruziyetinden sonra CYP450 enzimi 

AFB1‟i ROS ve AFBO‟ya dönüĢtürmektedir. OluĢan ROS mitokondriyal hasara, 

endoplazmik retikulum (ER) stresine ve DNA hasarına neden olabilmektedir. 

Mitokondriyal disfonksiyon sonucunda sitoplazmaya sitokrom c oksidaz (Cyt-c) 
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salınmaktadır ve apoptoza neden olan kaspaz-3‟ün aktive olmasını sağlayan kaspaz-9 

aktifleĢmektedir. ER stresi ile Ģaperon proteinler (BiP/GRP78) uyarılmakta ve kaspaz-

3‟ün aktifleĢmesini sağlamaktadır. Diğer taraftan AFBO, hücre ölüm reseptörünün (Fas) 

trimer oluĢturmasını destekleyerek kaspaz-8 ve kaspaz-3 aktivitesini arttırmaktadır. 

Dolayısıyla mitokondriyal disfonksiyon, ER stresi ve hücre ölüm reseptörlerinin trimer 

oluĢturması sonucu apoptoz indüklenmektedir. Böylece AFB1 toksisitesi ile oksidatif 

hasar, apoptoz ve immünotoksisite meydana gelmektedir. ġekil 2.2‟de AFB1‟in 

toksisite mekanizması özetlenmiĢtir (Wang ve ark., 2022).  

 

ġekil 2.2. AFB1‟in toksisite mekanizması. “” ifadesi aktivasyonu, “─┤” ifadesi 

inhibisyonu simgelemektedir (Wang ve ark., 2022). AFB1: Aflatoksin B1, AFBO: 

AFB1-8,9 epoksit, ARE: Antioksidan cevap elemanı, Bax: Bcl-2-associated X protein, 

Bcl-2: B hücreli lenfoma 2, CYP450: Sitokrom P450, Cyt-c: Sitokrom c oksidaz, 

FADD: Fas ile iliĢkili ölüm alanı proteini, FAS: Hücre ölüm reseptörü, FasL: Fas 

ligandı, Nrf2: Nükleer faktör eritroid 2, ROS: Reaktif oksijen türleri. 

Belirtilen mekanizma doğrultusunda AFB1 maruziyeti genomik DNA, proteinler ve 

bağıĢıklık sistemi bileĢenleri üzerinde genotoksisite, immünotoksisite, akut ve kronik 



 

12 

 

toksik etkilere neden olabilmektedir. Bu durumda AFBO ve ROS üretiminin inhibe 

edilmesi veya vücuttan atılması AFB1‟in zararlı etkilerinin önlenmesi açısından oldukça 

önemlidir (Wang ve ark., 2022). 

2.3.2.1. Aflatoksin B1’in Karaciğer Üzerine Etkileri 

AFB1 baĢlıca biyotransformasyonunun gerçekleĢtiği karaciğeri doğrudan 

etkilemektedir. Karaciğer dokusunda meydana gelen oksidatif stres ve detoksifiye 

iĢlemleri karaciğer enzimlerinin yükselmesine neden olmaktadır. Aflatoksikozis alkalin 

fosfataz (ALP), aspartat amino transferaz (AST), gama-glutamil transferaz (GGT) ve 

sorbitol dehidrogenaz (SDH) aktivitelerini arttırmaktadır (Coppock ve ark., 2012). 

Karaciğerde AFB1‟in detoksifikasyonu sonucu oluĢan AFBO, AFB1 guanin 

eklentilerini oluĢturan DNA'ya ve AFB1-albumin ve diğer protein eklentilerini 

oluĢturan proteine kovalent olarak bağlanabilir. Hepatik DNA'da AFB1-guanin 

eklentilerinin oluĢumu, AFB1'in hayvanlarda anahtar genlerde mutasyonlara neden olan 

kanserojen etkileri için kritik öneme sahiptir. Yüksek maruziyet sonucu incelenen 

karaciğer dokularında p53 geni ve kodon 249‟da mutasyonlar gözlemlenmiĢtir. AFB1-

guanin eklentileri ve karaciğer hasarına yol açan ROS oluĢumu kanserojenik 

mekanizmalara zemin hazırlamaktadır. Böylece AFB1 maruziyeti hepatosellüler 

karsinoma (HCC) riskini arttırmaktadır (Wu ve Santella, 2012). Dünya genelinde 

AFB1‟in HCC vakalarının %4,6-28,2‟sinden sorumlu olduğu bildirilmiĢtir (Cao ve ark., 

2022). Buna ek olarak, AFB1 ile kontamine olmuĢ besinlerin tüketimine bağlı olarak 

özellikle Hindistan, Afrika ve Güneydoğu Asya‟da HCC insidansının arttığı 

belirlenmiĢtir (Manda ve ark., 2018).  

2.3.2.2. Aflatoksin B1’in Böbrek Üzerine Etkileri 

AFB1 ile kontamine besinlerin veya yemlerin tüketilmesi sonucu insanların ve 

hayvanların böbrek dokularında birikim meydana gelmektedir. Bu birikim böbrekte bazı 

patolojik ve fizyolojik değiĢikliklere neden olabilmektedir. Kümes hayvanları ile 

yapılan çalıĢmalarda AFB1 ile kontamine yemlerin verilmesi renal tübüler epitelyal 

hücre dejenerasyonuna, böbrek/vücut ağırlığı oranında artıĢa, glomerüler filtrasyon 

hızının azalmasına, renal tübülerden glukoz reabsorbsiyonunun azalmasına, idrarda 

sodyum ve potasyum atımında artıĢa neden olmuĢtur (Quezada ve ark., 2000; Tung ve 

ark., 1973; Wei ve ark., 2014). Nijeryalı çocuklar (Adelusola ve Oyelese, 1998) ve Sri 
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Lankalı kronik böbrek yetersizliği olan hastaların (Desalegn ve ark., 2011) böbrek 

otopsilerinde yüksek oranda AFB1 (%60) ve diğer mikotoksin (%93,5 OTA) türleri 

tespit edilmiĢtir. Bu kanıtlar ile böbreklerde AFB1 birikimi olduğu ve AFB1‟in kronik 

böbrek hastalıklarına zemin hazırladığı vurgulanmaktadır. Ancak AFB1 maruziyeti ve 

renal disfonksiyon arasındaki iliĢkiyi araĢtıran sınırlı sayıda çalıĢma bulunmaktadır. 

2.3.2.3. Aflatoksin B1’in Gastrointestinal Sistem ve Bağırsak Mikrobiyotası 

Üzerine Etkileri 

Ġntestinal sağlık bağırsak dokusunun yapısal bütünlüğü, bakteriyel çeĢitliliği ve 

inflamatuar durumu ile yakından iliĢkilidir. Bağırsak mikrobiyotası besinlerin sindirimi, 

besin ögelerinin emilimi, metabolizması ve immünolojik fonksiyonlarında önemli bir 

role sahiptir (Fang ve ark., 2020). Patojenik bakteriler, virüsler, antibiyotikler, diyet 

bileĢimi ve toksinler gibi birçok faktör bağırsak mikrobiyotasını değiĢtirebilir, konağın 

fizyokimyasal aktivitelerinin disfonksiyonuna ve hastalıklara neden olabilir. 

Dolayısıyla, intestinal fizyolojik fonksiyonların yönetimi konağın sağlığı ve geliĢimi 

açısından oldukça önemlidir. Bağırsak mikrobiyotasının ekzojen stresörlere duyarlılığı 

göz önüne alındığında, bağırsak mikrobiyotasının disbiyozu ile ilgili araĢtırmalar, 

konağın sağlığını iyileĢtirmek için bir odak noktası haline gelmiĢtir (Bischoff, 2011; Qi 

ve ark., 2017).  

AFB1, bağırsak mikrobiyotasını ve bağırsak aktivitesini değiĢtiren ekzojen faktörler 

arasında yer almaktadır. Yapılan çalıĢmalarda bağırsak mikrobiyotasının AFB1 ve diğer 

mikotoksinlerin degradasyonunu ve transformasyonunu sağladığı bildirilmiĢtir. Bu 

nedenle, özellikle AFB1 bağırsak sağlığı ve bağırsak mikrobiyotası açısından önemli bir 

kaygı sebebi olarak addedilmektedir (Tao ve ark., 2023; Xue ve ark., 2023). Bağırsakta 

AFB1‟in toksik etkilerini değerlendirmek amacıyla yapılan in vitro bir çalıĢmada kolon 

kanser hücre hattı (Caco-2) kullanılmıĢtır. Buna göre, AFB1‟in hücre büyümesini inhibe 

ettiği, laktat dehidrojenaz aktivitesini arttırdığı ve genetik hasara neden olduğu 

belirlenmiĢtir. Aynı zamanda AFB1 sitotoksisite mekanizmasının, hücre zarı ve DNA 

hasarına yol ROS oluĢumu ile iliĢkili olduğu bulunmuĢtur (Zhang ve ark., 2015).  

AFB1‟in bağırsak mikrobiyotası üzerindeki etkileri yoğun olarak araĢtırılmasına 

rağmen elde edilen veriler oldukça sınırlıdır. Bağırsak mikrobiyotası ve AFB1 

etkileĢiminin araĢtırıldığı bir çalıĢmada AFB1 maruziyeti sonunda filogenetik 
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çeĢitliliğin azaldığı ancak mikrobiyota kompozisyonunun düzenlendiği saptanmıĢtır. 

Bununla birlikte, filum düzeyinde özellikle laktik asit bakterilerinde ise değiĢiklik 

gözlenmemiĢtir (Wang ve ark., 2016a). 

ÇalıĢmalarda kullanılan AFB1 dozu, maruziyet süresi, hayvan türü ve çalıĢmanın in 

vitro olarak dizayn edilmesi gibi değiĢkenler toksinin mikrobiyota üzerindeki 

etkilerinde farklılığa neden olmaktadır (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018).  

2.3.2.4. Aflatoksin B1’in BağıĢıklık Sistemi Üzerine Etkileri 

AFB1 inert bir bileĢiktir ve CYP450 enzimi ile biyoaktive edilerek AFBO‟ya 

dönüĢmektedir. Daha sonra AFBO, DNA ve proteinlerle kovalent bağ oluĢturarak DNA 

lezyonlarına ve mutasyonlara neden olmaktadır. Buna ek olarak, oluĢan ROS 

sitotoksisiteye, genotoksisiteye ve immünosupresyona yol açmaktadır (Zhao ve ark., 

2019). AFB1‟e uzun süre maruziyet konağın humoral ve hücresel bağıĢıklığını 

etkilemektedir ve immünolojik yanıta neden olmaktadır. Toksin maruziyeti lenfositler, 

dentritik hücreler ve bağıĢıklık hücrelerinin proliferasyonunu, farklılaĢmasını ve 

olgunlaĢmasını olumsuz etkileyerek immünotoksik etki göstermektedir. Böylelikle 

makrofaj, sitokin ve antikor üretim mekanizması değiĢmekte ve metabolizma 

patojenlere (bakteri, virüs, parazitler) karĢı duyarlı hale gelmektedir (Sun ve ark., 2023).  

Antioksidanlar, bazı enzim sistemlerini uyararak AFB1‟in neden olduğu oksidatif stresi 

inhibe etmektedir (Guarisco ve ark., 2007). AFB1 lipit peroksidasyonunu arttırarak 

oksidatif stresi derinleĢtirmektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlar GSH ve 

enzimatik antioksidanlar (glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz 

(GST), glutatyon redüktaz (GR), süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)) 

hücrelerin savunma mekanizmasının ana belirleyicileridir. AFB1‟in neden olduğu 

oksidatif stresin, immünotoksisitenin ve immünosupresyonun azaltılmasında bu 

enzimler oldukça önemli bir role sahiptir (Ravinayagam ve ark., 2012). 

2.4. Oksidatif Stres 

Normal fizyolojik koĢullarda hücrelerde gerçekleĢen reaksiyonlar sonucunda ROS 

oluĢmaktadır. OluĢan ROS‟nin inhibe edilmesi için antioksidanlar devreye girmektedir. 

Böylece ROS ve antioksidanlar arasındaki denge sağlanmaktadır. Hücrede süperoksit 

radikallerinin birikmesi ve antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalması dengenin 
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ROS tarafına bozulmasına neden olmaktadır. Bu durum oksidatif stres olarak 

adlandırılmaktadır (Aslankoç ve ark., 2019). Serbest radikallerin organizmada yüksek 

seviyede olması protein, lipit, DNA ve diğer nükleik asitlerin yapılarına zarar vermekte, 

hücre içi ve hücre dıĢı sinyal yolaklarını bozmaktadır. Artan oksidatif stres bağıĢıklık 

sisteminin baskılanması, kanser, yaĢlanma, gastrointestinal hastalıklar ve diyabet gibi 

hastalıklara zemin hazırlamaktadır (Percival, 1997; Pisoschi ve Pop, 2015).  

2.4.1.Serbest Radikallerin Özellikleri ve Kaynakları 

Serbest radikaller, son orbitalinde bir veya daha fazla sayıda eĢlenmemiĢ elektron 

bulunan kararsız moleküller olarak ifade edilmektedir. Kararsız ve yüksek reaktif 

yapıdaki bu moleküller kararlı yapıya dönüĢmek için eĢlenmemiĢ elektronunu aktarma 

eğilimindedir. Serbest radikaller yüksek reaktif özellikte olmaları nedeniyle lipit, 

protein, nüleotid koenzimlere ve diğer hücresel yapılara zarar vermektedir (Nordberg ve 

Arnér, 2001). Serbest radikallerin yapısında genellikle oksijen, nitrojen, sülfür gibi 

bileĢikler veya bunların reaktif türleri (reaktif oksijen, reaktif nitrojen ve reaktif sülfür) 

bulunmaktadır. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller aktivitelerine göre ROS, reaktif 

nitrojen türleri ve diğer reaktifler olarak üç grupta incelenmektedir (Yu, 1994). Bu 

reaktif türler, etkileĢime girdikleri moleküllerden ya bir elektron alma ya da verme 

eğilimindedir. Böylece serbest radikaller elektron aldıkları veya verdikleri molekülleri 

kararsız hale getirmektedir (Sen ve ark., 2010).  

Serbest radikallerin oluĢumunda ekzojen ve endojen faktörler etkili olmaktadır. 

Sağlıksız beslenme, alkol, sigara, uyuĢturucu, hava kirliliği, toksinlere ve radyoaktivite 

maruziyet gibi durumlar ekzojen serbest radikal kaynaklarıdır. Travma, peroksizom 

enzimleri, katekolaminler, ER enzimleri ve mitokondriyal elektron taĢıma sistemi (ETS) 

endojen serbest radikal kaynaklarındandır (Wang ve ark., 2021). Oksijenli solunum ile 

enerji üretilmesi aĢamasında mitokondride bir dizi reaksiyon gerçekleĢmektedir. ETS‟de 

özellikle kompleks I‟den (NADH dehidrojenaz) kompleks III‟e (sitokrom c redüktaz) 

elektron aktarımı sırasında serbest radikaller oluĢmaktadır. ETS basamakları ve serbest 

radikal oluĢumu ġekil 2.3‟te gösterilmiĢtir (Erol, 2020a). 
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ġekil 2.3. Mitokondriyal elektron transport sistemindeki ROS oluĢumu (Erol, 2020a).  

2.4.2. Serbest Radikallerin Neden Olduğu Hasarlar 

Çevresel faktörler ve antioksidan savunma mekanizmasının gücüne bağlı olarak serbest 

radikallerin etkinliği değiĢmektedir. Antioksidan savunma sistemi serbest radikallere 

karĢı yetersiz kaldığında baĢta hücre zarında bulunan lipitler olmak üzere, proteinler, 

karbonhidratlar ve nükleik asitler zarar görmektedir (Chen ve ark., 2021).  

Serbest radikaller, hücre zarının yapısındaki doymamıĢ yağlar ile tepkimeye girerek lipit 

peroksidasyonuna neden olmaktadır. Peroksidasyon düzeyi serbest radikalin tepkimeye 

girdiği yağın doymamıĢlık derecesi ile doğru orantılıdır. DoymamıĢ yağ asitlerinin 

oksitlenmesi ile yüksek lipofilik peroksitler (LOOH) ve yağ asidi radikalleri oluĢur. 

Lipit peroksidasyonunun son basamağında hücre hasarının bir göstergesi olan 

malondialdehit (MDA) meydana gelir (ErtaĢ, 2005). Lipit peroksidasyonu ile serbest 

glukozun oksidasyonu, DNA‟nın yapısında bulunan pürinlerin oksidasyonu, hücre 

transport sistemleri ve enzimlerin zarar görmesi serbest radikallerin diğer zararlı etkileri 

arasında sayılabilir. Serbest radikallerin bu etkileri sonucu inflamatuar hastalıklar, kalp 

hastalıkları, iskemi, nörolojik bozukluklar ve enfeksiyonlara yatkınlık gibi birçok 

durumla karĢılaĢılabilir (Kehrer ve Klotz, 2015).   
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2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri 

Biyolojik bir antioksidan, bir substratın oksidasyonunu önemli ölçüde geciktiren veya 

engelleyen bir madde olarak tanımlanabilir. Potansiyel hastalık etkisi bulunan serbest 

radikallerin nötralize edilmesinde antioksidan savunma sistemi görev almaktadır. 

Antioksidan savunma sistemi yerine serbest radikal süpürücü, antioksidanlar, zincir 

terminatörü ve redüktanlar gibi farklı ifadeler de kullanılmaktadır. Günümüzde çok 

sayıda antioksidan bulunmakla birlikte antioksidanların etkilerine yönelik araĢtırmalar 

yapılmaktadır (Borek, 2004). Antioksidanlar, oksidatif stresini önleyerek hücre hasarını 

engellemekte ve bağıĢıklık sistemini desteklemektedir. ÇalıĢma mekanizmaları 

benzerlik göstermekle birlikte antioksidanlar, biyolojik ve sentetik olarak ikiye 

ayrılmaktadır. Bütilhidroksitoluen (BHT), bütilhidroksianisol (BHA), propil gallat, ostil 

gallat, 4-heksiresorsinol ve terbütilhidrokinon (TBHQ) günümüzde sentetik olarak 

üretilen antioksidanlardır (Kotha ve ark., 2022). Canlılarda antioksidan savunma 

sistemleri dıĢarıdan besinlerle veya takviyelerle alınan antioksidanlar (ekzojen) ve 

metabolizma tarafından üretilen antioksidanlar (endojen) olarak ikiye ayrılmaktadır. 

Endojen olarak üretilen antioksidanlar enzim yapısında veya molekül yapısında olabilir 

(Özyurt ve ark., 2021). Antioksidan savunma sistemi ġekil 2.4‟te Ģematize edilmiĢtir 

(Kotha ve ark., 2022). 

 

ġekil 2.4. Antioksidanların sınıflandırılması (Kotha ve ark., 2022). 
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2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar 

SOD, CAT, GSH-Px ve GR enzimatik savunma mekanizmasını oluĢturan temel 

antioksidanlardır. Bu enzimler serbest radikalleri detoksifiye ederek oksidatif hasarı 

önlemektedir. Ġmmünolojik reaksiyonların yoğun olarak gerçekleĢtiği karaciğer, böbrek, 

dalak, kırmızı kan hücreleri ve adrenal bezlerde antioksidan enzimler aktif olarak görev 

almaktadır (Sen ve ark., 2010). 

SOD, mitokondride ve sitoplazmada hem intraselüler hem de ekstraselüler aktivite 

göstermektedir. SOD aktivitesi ile süperoksit radikalleri (O2  ) hidrojen peroksite (H2O2) 

katalizlenmektedir. Çinko, bakır ve manganez gibi elementler enzimin yapısına 

katılarak farklı formlar oluĢturur. Bu sayede enzimin aktivite göstereceği mitokondriyal 

veya sitozolik ortam belirlenir. Örneğin çinko ve bakır içeren SOD sitozolde, manganez 

içeren SOD mitokondriyal ortamda bulunur (Talat ve ark., 2022).  

Antioksidan savunma sisteminin en önemli enzimlerinden olan CAT enzimi aerobik 

organizmaların neredeyse tamamında bulunmaktadır. CAT, dört porfirin zinciri ve bir 

hem grubundan oluĢmaktadır. Tetramer yapıdaki bu enzim detoksifikasyon ara ürünü 

olan hidrojen peroksidi su ve oksijen molekülüne indirgemektedir (Nandi ve ark., 

2019).  

GSH-Px aktivitesi CAT ile benzer özellik göstermektedir. GSH-Px, elektron kaynağı 

olan glutatyonu okside ederek H2O2 ve organik hidroperoksitleri metabolize etmektedir. 

Okside glutatyonun yeniden glutatyona indirgenmesi GR tarafından 

gerçekleĢtirilmektedir. GSH-Px‟in selenyum bağımlı ve bağımsız iki ana formu 

bulunmaktadır. Selenyum bağımlı GSH-Px hem lipit peroksitleri hem de H2O2‟nin 

indirgenmesinde; selenyum bağımsız GSH-Px sadece hidroperoksitlerin 

indirgenmesinde faaliyet göstermektedir (Kaya, 2014; Kurum ve ark., 2016).   

2.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 

Enzim yapısında olmayan endojen antioksidanlar arasında baĢta glutatyon olmak üzere 

koenzim Q10, ürik asit ve alfa-lipoik asit sayılabilir. Glutatyon hücre içinde önemli 

antioksidan aktiviteye sahip bir moleküldür. Aminoasitlerin transportu, hücre 

sinyalizasyonu, apoptoz, eikosanoidlerin sentezlenmesi ve ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonu sırasında önemli fonksiyonlara sahiptir (Erol, 2020b).  
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Koenzim Q10, oksidatif fosforilasyon aĢamasında mitokondriyal ETS‟de elektron 

transferini (kompleks I‟den kompleks III‟e) sağlamakta ve hücresel vital fonksiyonlarda 

görev almaktadır. Bununla birlikte koenzim Q10 mitokondriyal geçirgenlik, sülfit, 

pirimidin ve yağ asitlerinin metabolizmasını düzenlemektedir (Crane, 2001). Yağda 

çözünen bir antioksidan olarak mitokondri ve diğer organellerin (ER, golgi cisimciği, 

lizozom, peroksizom) membranını oksidatif stresten korumaktadır. Böylece inflamatuar 

yanıtın kontrolünde önemli rol oynamaktadır (Hargreaves, 2003).  

Ürik asit, adenin ve guanin metabolizmasının son ürünüdür. İn vitro çalıĢmalar ürik 

asidin singlet oksijen, peroksil radikal ve hidroksil radikalleri üzerinde potansiyel bir 

süpürücü olduğunu göstermektedir. Ayrıca metal iyonlarını Ģelatlayarak hücreyi 

oksidatif hasara karĢı koruduğu bildirilmiĢtir. Bu etkileri nedeniyle ürik asit önemli bir 

antioksidan olarak kabul edilmektedir ve plazmanın antioksidan kapasitesinin 

yarısından fazlasını oluĢturduğu tahmin edilmektedir (Mijailovic ve ark., 2022).  

Alfa-lipoik asit yapısında disülfit bağı bulunan hem yağda hem de suda çözünen bir 

bileĢiktir. Alfa-lipoik asit hücrede, asetilkolin üretimi için asetil koenzim-A sağlayarak 

mitokondride glukoz kullanımını arttırır (Packer ve Cadenas, 2010). Bunun yanı sıra 

sitrik asit döngüsü, nükleik asitlerin sentezi, enerji üretimi, glutatyon ve diğer 

antioksidan enzimlerin sentezinde kofaktör olarak görev almaktadır. Hücrede hidroksil 

radikali, hipokloröz asit, hidrojen peroksit, singlet oksijen, nitrik oksit radikali ve 

peroksinitrit radikallerini süpürerek antioksidan aktivite göstermektedir (Dragomanova 

ve ark., 2021).  

2.5.3. Doğal Antioksidanlar 

Doğal antioksidanlar, patojenleri ve serbest radikalleri etkisiz hale getirme özelliği 

nedeniyle dikkat çeken araĢtırma konuları arasında yer almaktadır. Bu bileĢikler 

besinlerin yapısında veya doğada serbest halde bulunabilir (Mozaffarian, 2016). Fenolik 

asitler, flavonoidler, liganlar, kurkuminoidler, karotenoidler, kapsaisinler, kateĢinler, 

resveratrol, likopen, kuarsetin, sinnamaldehit, gallik asit, propolis, E, C ve A vitaminleri 

doğal antioksidanlara örnek verilebilir (Kopec ve ark., 2010; Malaguarnera, 2019; 

Pérez-Torres ve ark., 2021). Doğal antioksidanların çalıĢma mekanizması genel olarak, 

inflamatuar yanıt oluĢturan serbest radikallerin süpürülmesini, gen transkripsiyonu 

boyunca transkripsiyon faktörlerinin aktifleĢmesini veya inhibisyonunu içermektedir 
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(Pérez-Torres ve ark., 2021). Bir diğer mekanizma ise doğal antioksidanların hücre 

sinyalizasyonunda yer alan nükleer transkripsiyon faktörü eritroid-2 (Nrf-2) üzerindeki 

kontrolüdür. Bu sayede doğal antioksidanlar faz II enzimleri ve detoksifikasyon 

enzimlerinin (GSH-Px, SOD, CAT, GR) transkripsiyonu etkilemektedir (Bellezza ve 

ark., 2018).  

2.5.4. Propolisin Yapısı ve Özellikleri 

Propolis, arıların kovanlarını korumak için ürettikleri reçine benzeri bir maddedir ve 

“arı tutkalı” olarak da bilinir. Bu madde kovan duvarındaki boĢlukları doldurur ve 

soğuk havanın kovan içine girmesini önleyerek ısı dengesini sağlar (Kędzia, 2008). 

Propolis Yunanca kökenli bir kelimedir ve “Ģehrin giriĢi” anlamına gelir. GeçmiĢten 

günümüze propolis kaynağı ve içeriği bakımından önemli bir tartıĢma konusu olmuĢtur. 

Teknolojinin geliĢmesi ve farklı analitik yöntemler sayesinde propolisin bileĢimi ve 

bunu etkileyen faktörler bilinmektedir (Toreti ve ark., 2013; Wagh, 2013). 

Arıların bal mumu ve bitki özlerini kullanarak hazırladıkları propolis yapıĢkan, renkli 

ve karakteristik kokulu bir maddedir (Chen ve ark., 2004). Propolisin rengi daha çok 

bitkinin türü ve toplama zamanına bağlıdır. Koyu kahverengi propolis en yaygın 

olmakla birlikte yeĢil ve kırmızı propolis türleri de mevcuttur (Kasote, 2017). Propolis 

türlerinin kimyasal kompozisyonu oldukça karmaĢık ve değiĢkendir. Coğrafi bölge, 

botanik türler, mevsim ve arı türü propolisin kimyasal bileĢimini etkilemektedir 

(Bankova, 2005). Propolis genellikle yüksek oranda bitki reçinesi, bal mumu, uçucu 

organik bileĢikler, polen, alifatik asitler ve esterleri, aromatik asitler ve esterleri, 

flavonoidler (krisin, kafeik asit, pinosembrin, apigenin, galangin, kamferol, kuarsetin, 

pinostrobin, tetokrisin), fenolik bileĢikler, terpenoidler, karbonhidrat, aminoasitler, 

vitaminler (B1, B2, B6, C ve E) ve mineralleri (alüminyum, antimon, kalsiyum, bakır, 

sezyum, demir, lantanyum, manganez, nikel, vanadyum, çinko ve gümüĢ) içermektedir 

(Anjum ve ark., 2019; Salatino ve Salatino, 2021). Propolisin kimyasal bileĢimi ġekil 

2.5‟te özetlenmiĢtir.  



 

21 

 

 

ġekil 2.5. Propolisin kimyasal bileĢimi (%) (Almuhayawi, 2020). 

2.5.4.1. Propolisin Sağlık Üzerine Etkileri 

Propolis, potansiyel bir koruyucu ve tedavi edici ajan olmasını sağlayan bileĢenleri 

nedeniyle son yıllarda dikkatleri üzerine çekmiĢtir (Braakhuis, 2019). Propolisin 

biyolojik aktivitesini değerlendirmek için çok sayıda preklinik ve klinik çalıĢma 

yapılmaktadır. Ġlaç teknolojisindeki geliĢme ve ilerlemeyle birlikte, propolis ve çeĢitli 

bileĢenlerinin araĢtırılmasına yönelik ilgi artmaktadır (Huang ve ark., 2014). Yapılan 

araĢtırmalar sonunda propolisin yapısında bulunan bileĢenlerin potansiyel antikanser, 

antiapoptotik, antidiyabetik, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral ve antioksidan 

özellikte olduğu belirtilmiĢtir (Abd-Jamil ve Zhari, 2016; Chavda ve ark., 2023; 

Kustiawan ve ark., 2017). Propolis, diyabet, yanıklar, yaralar, jinekolojik problemler, 

kardiyovasküler, laringolojik, dermatolojik, nörodejeneratif, gastrointestinal ve solunum 

yolu hastalıkları gibi çeĢitli kronik hastalıkların tedavisinde etkili bir Ģekilde 

kullanılmaktadır (Anjum ve ark., 2019). ġekil 2.6‟da propolisin potansiyel sağlık ve 

hastalıklar üzerindeki etkileri Ģematize edilmiĢtir (Zullkiflee ve ark., 2022). 
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ġekil 2.6. Propolisin biyolojik ve terapötik özellikleri (Zullkiflee ve ark., 2022). 

Propolisin yapısında bulunan polifenoller antioksidan aktiviteyi arttırmaktadır 

(Georgieva ve ark., 2019). Özellikle galangin ve pinosembrin derinin epidermis ve 

dermis tabakasını serbest radikallere karĢı koruyarak deriyi radyasyona ve yaĢlanmaya 

karĢı direnç göstermesini sağlamaktadır (Król ve ark., 2013). Propolisin temelde 

antioksidan mekanizması, fenolik bileĢiklerin hücresel oksidasyona ve besinlerde 

oksidasyon yoluyla toksin üretimine neden olan serbest radikalleri etkisiz hale 

getirmesine dayanmaktadır. Böylece propolis lipitlerin, nükleik asitlerin ve proteinlerin 

oksidasyonunu önlemektedir (Chandna ve ark., 2014). Özellikle Portekiz propolisi 

antioksidan özelliğe sahiptir ve kırmızı kan hücrelerinde lipit peroksidasyonunu 

önlemektedir (Zabaiou ve ark., 2017). 

2.5.4.1.1.Propolisin Bağırsak Mikrobiyotasına Etkileri 

Bağırsak mikrobiyotasının gastrointestinal bağıĢıklığın düzenlenmesi, bağırsak 

bütünlüğünün sağlanması ve bağırsağın patojenik mikroorganizmalardan korunması 

gibi pek çok fizyolojik yararı bulunmaktadır (Thursby ve Juge, 2017). Bağırsak 

mikrobiyotasında baĢlıca üç grup bakteri türü bulunmaktadır. Bunlar zorunlu anaerob, 

fakültatif anaerob ve fakültatif aeroblardır. Günümüzde en yaygın bakteri filumları 

Bacteriodetes ve Firmicutes olmakla birlikte toplamda 50 bakteri filumu tanımlanmıĢtır. 

Daha düĢük oranlarda bulunan bakteri filumlarına Proteobacteria, Actinobacteria, 

Verrucomicrobia, Fusobacteria ve Cyanobacteria örnek verilebilir (Sekirov ve ark., 
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2010). Sağlıklı bir bağırsak mikrobiyotasında faydalı ve patojenik bakteriler arasında 

homeostatik bir denge vardır. Faydalı bakterilerin azalması, patojenik bakterilerin 

artması veya her iki bakteri grubunun da azalması mikrobiyota kompozisyonunun 

bozulmasına neden olur (DeGruttola ve ark., 2016). Bağırsak disbiyozu olarak 

adlandırılan bu durum inflamatuar yanıta, sistemik inflamasyona, bağırsak 

geçirgenliğine, otoimmün reaksiyonlara ve enfeksiyonlara yatkınlığa neden olabilir 

(Ullah ve ark., 2021). Antibiyotikler, toksinler, sigara, alkol, gluten içeren besinler, 

tuzlu beslenme ve diyetle yüksek doymuĢ yağ asidi alımının artması disbiyoza yol 

açabilir (Huang ve ark., 2023; Myers ve Hawrelak, 2004; Ullah ve ark., 2021). 

Yapılan çalıĢmalarda, propolis ekstraktlarının mikrobiyal modülasyon üzerindeki pozitif 

etkinliği ortaya konmuĢtur (Cai ve ark., 2020; Roquetto ve ark., 2015; Xue ve ark., 

2019). Çölyak hastası ve obez bireylerde yapılan bir çalıĢmada propolisin toplam 

antioksidan kapasiteyi arttırdığı ve bağırsak mikrobiyotasını modüle ettiği rapor 

edilmiĢtir (Garzarella et al., 2022). Yüksek yağlı diyet ile beslenen farelerde etanolde 

çözdürülmüĢ propolisin vücut ağırlığını, proinflamatuar sitokinleri, insülin direncini 

azalttığı ve lipit metabolizmasında etkili olan bakterilerin modülasyonunu sağladığı 

bildirilmiĢtir (Cai ve ark., 2020). Benzer bir çalıĢmada Brezilya propolisinin 

mikrobiyota üzerinde olumlu etkileri rapor edilmiĢtir. Buna göre, propolis takviyesinden 

sonra Bacteroides ve Helicobacter sayısının arttığı; Oscillopira ve Blautia sayısının ise 

azaldığı belirlenmiĢtir (Roquetto ve ark., 2015). Yapılan çalıĢmalarda, propolisin 

mikrobiyota üzerindeki modülasyonu ve oksidatif strese karĢı koruyucu etkisinin 

içerdiği fenolik bileĢiklerden kaynaklandığı ileri sürülmektedir (Wang ve ark., 2018). 

Bununla birlikte, mikotoksin ve kimyasallar gibi çeĢitli toksik maddeler ile indüklenmiĢ 

hastalık modellerinde propolisin etkinliği araĢtırılmaktadır. Dekstran sülfat sodyum ile 

indüklenmiĢ kolit modelinde propolis takviyesinin mikrobiyota çeĢitliliğini, 

Proteobacteria ve Acidobacteria filumlarını arttırdığı belirlenmiĢtir (Wang ve ark., 

2017). Benzer Ģekilde OTA tarafından indüklenen inflamasyon ve gram negatif 

bakterilerin ürettiği lipopolisakkarit (LPS) disbiyoza, instetinal bariyer hasarına ve toll 

benzeri reseptör 4 (TLR4) sinyal yolağının uyarılmasına neden olmaktadır. Bu yolağın 

aktivasyonu bağırsakta proinflamatuar sitokinlerin üretimini de beraberinde 

getirmektedir (Cani ve Delzenne, 2009). Cai ve ark. (2020) propolisin TLR4 yolak 

aktivitesini düzenlediğini, bağırsak mikrobiyotasını modüle ederek LPS üretimini ve 



 

24 

 

inflamatuar yanıtı azalttığını yüksek yağlı diyet uygulanan fare modelinde göstermiĢtir. 

Diğer taraftan AFB1 maruziyetinin bağırsak hasarına (Liu ve ark., 2023) ve disbiyozuna 

(Subramaniam ve ark., 2022) neden olduğu çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Ancak AFB1‟in 

neden olduğu intestinal bariyer hasarı, inflamasyon ve disbiyoz durumunda uygulanan 

propolis uygulanmasına iliĢkin herhangi bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. 

2.5.4.2. Propolisin Aflatoksin B1 Detoksifikasyonundaki Rolü 

Besinleri ve diğer tarım ürünlerini zararlı mikroorganizmalardan korumak amacıyla 

çeĢitli ajanlar kullanılmaktadır. Esansiyel yağlar, limon ekstraktı (Smith-Palmer ve ark., 

2001), organik asitler (salisilik asit) (Rasooli ve Owlia, 2005), organik tuzlar (potasyum 

tuzu) (Tomaszewski, 2017), bal mumu ve propolis (Buchta ve ark., 2011) antifungal 

özelliği ile bilinmektedir. Aspegilus flavus ve mantarın AFB1 üretimini inhibe etmek 

amacıyla karanfil, limon yağı, salisilik asit, potasyum sorbat ve propolis ekstraktları 

kullanılan bir çalıĢmada propolisin diğer bileĢiklere göre daha yüksek antifungal 

aktivite gösterdiği belirlenmiĢtir (Abd Elfatah ve ark., 2021). Propolisin antifungal 

aktivitesi yapısındaki fenolik bileĢikler, flavonoidler, alkol, ester, aminoasit, terpen ve 

inorganik bileĢiklerden kaynaklandığı ileri sürülmektedir (Ghasem ve ark., 2007; Yang 

ve ark., 2010). Doğal antioksidan olarak propolis, CYP450 enzim aktivitesini arttırarak 

AFB1 detoksifikasyonunu sağladığı gösterilmiĢtir (Niu ve ark., 2011). Yapılan bir 

çalıĢmada saf ve nanoemülsiyon haldeki propolisin insan balgamından ve süt tozundan 

elde edilen Aspegilus flavus büyümesi ve mantarın AFB1 üretimini azalttığı 

bulunmuĢtur (Hassanien ve ark., 2021). GeliĢen teknoloji ile Aspergillus türlerinin 

AFB1 üretimi gen ekspresyonu düzeyinde araĢtırılmaktadır. Yapılan bir çalıĢmada 

propolisin Aspergillus parasiticus büyümesini, aflatoksin üretimini ve aflatoksin üreten 

afIR gen ekspresyonunu anlamlı olarak azalttığı belirlenmiĢtir (Hamzeh-Pour ve ark., 

2020). Benzer Ģekilde, propolisin aflatoksin biyosentezinden sorumlu nor-1, ver-1 ve 

omtA gen ekspresyonları üzerinde inhibitör etkisi tespit edilmiĢtir (Mahmoodzadeh-

Hosseini ve ark., 2020). Bu bağlamda, propolis besinler ve tarım ürünlerindeki 

aflatoksin kontaminasyonunu kontrol etmek için potansiyel bir ajan olarak 

değerlendirilebilir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu deneysel çalıĢma için Erciyes Üniversitesi Deney Hayvanları Yerel Etik 

Kurulu‟ndan (ERÜ-HADYEK) 02.11.2022 tarih ve 22/234 karar numaralı etik kurul 

onayı alınmıĢtır (EK-1). ÇalıĢmanın bütçesi TDK-2023-12487 kodu ile Erciyes 

Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Birimi tarafından karĢılanmıĢtır. 

3.1. ÇalıĢmanın Yeri, Zamanı ve Örneklem Seçimi 

ÇalıĢma 01.03.2023-04.04.2023 tarihleri arasında Erciyes Üniversitesi Deneysel 

AraĢtırmalar ve Uygulama Merkezi‟nde (DEKAM) yürütülmüĢtür. ÇalıĢmada 

kullanılacak rat sayısı ve grup planlaması güç analizi (α=0,05 ve β=%95) ile 

belirlenmiĢtir. Buna göre aynı jenerasyondan seçilen, grup baĢına 8 rat olacak Ģekilde 

toplamda 32 rat kullanılmıĢtır (Yilmaz, Kandemir, Kaya, & Ozkaraca, 2020). Deney 

hayvanlarının bakımı, çalıĢma protokolünün uygulanması, gaita örneklerinin 

toplanması, derin anestezi altında ötenazi iĢlemleri ile doku ve organların diseksiyonu 

DEKAM‟da gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġleri analizler için gaita ve doku örnekleri Erciyes 

Üniversitesi Betül Ziya Eren Genom ve Kök Hücre Merkezi‟nde (GENKÖK) muhafaza 

edilmiĢtir.  

3.2. Deney Hayvanlarının Temini ve Bakımı 

ÇalıĢmada kullanılmak üzere 6-8 haftalık (200-250 g) 32 adet erkek Sprague Dawley rat 

DEKAM‟dan temin edilmiĢtir. Hayvanlar araĢtırma amacıyla 3R kuralına (azaltma, 

yerine koyma ve iyileĢtirme) uygun olacak Ģekilde seçilmiĢtir. Tüm hayvanlar rastgele 

dağıtılmıĢtır ve herhangi bir iĢlemden önce kafesler rastgele seçilmiĢtir. Hayvanlar 

standart pelet diyetine ve normal musluk suyuna ad libitum eriĢimi olan paslanmaz çelik 

kapaklı polikarbonat kafeslerde barındırılmıĢtır. 12 saatlik aydınlık/karanlık 

döngüsünde nem (55 ± %10) ve sıcaklık (22 ± 2 ◦C) sabit olacak Ģekilde çevresel 
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koĢullar ayarlanmıĢtır. Hayvanların beslenmesinde kullanılan standart pelet yemin 

bileĢimi Tablo 3.1‟de verilmiĢtir. 

Bir hafta süren adaptasyon periyodunun ardından hayvanlar rastgele 4 gruba ayrılmıĢtır. 

ÇalıĢmanın baĢlangıcından sonlandırılmasına kadar olan süreçte hayvanlar her gün 0.1 

g‟a duyarlı hassas terazi kullanılarak tartılmıĢtır.  

Tablo 3.1. Standart pelet yemin bileĢimi  

Besin ögeleri Birim  Miktar  

Ham protein %  24 

Ham selüloz  % 4 

Ham yağ  % 5,54 

Ham kül % 8,63 

Lizin  % 1,45 

Metiyonin  % 0,61 

Kalsiyum  % 1,14 

Fosfor  % 0,87 

Sodyum  % 0,76 

Ġyot  mg/kg 1,3 

Kobalt  mg/kg 0,15 

Bakır  mg/kg 16 

Mangan  mg/kg 155 

Çinko  mg/kg 130 

Selenyum  mg/kg 0,35 

A vitamini IU/kg 36000 

D vitamini IU/kg 6500 

Not: Birim olarak ifade edilen yüzde değerleri besin ögesinin toplam ağırlık içindeki 

oranını göstermektedir. 

3.3. ÇalıĢma protokolü 

Her grupta eĢit sayıda rat (n=8) olacak Ģekilde, hayvanlar rastgele KON: Kontrol, 

AFB1: Aflatoksin B1, PRO: Propolis ve AFB1+PRO: Aflatoksin B1 ve Propolis olmak 

üzere 4 gruba ayrılmıĢtır. ÇalıĢma planı ġekil 3.1‟de verilmiĢtir. 
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ġekil 3.1. ÇalıĢma planı. 

3.3.1. Aflatoksin B1 Uygulaması 

Toz formundaki 5 mg AFB1 (CAS No: 1162-65-8) (CAYMAN Chemical Company, 

Michigan, USA) ticari olarak temin edilmiĢtir. ÇalıĢmaya baĢlamadan önce ürün orijinal 

kutusunda belirtilen talimatlar doğrultusunda 2-8°C‟de muhafaza edilmiĢtir. Çözücü 

olarak hayvanlar üzerindeki minimum etkisi nedeniyle dimetil sülfoksit (DMSO) 

kullanılarak 5 mg/ml konsantrasyonunda (pH:7,2) AFB1 çözeltisi hazırlanmıĢtır. AFB1 

miktarı günlük maruziyet dozu ve literatür göz önünde bulundurularak (Liew ve ark., 

2022; Zhou ve ark., 2019), rat baĢına 25 mcg/kg/gün olacak Ģekilde oral gavaj yoluyla 4 

hafta (28 gün) boyunca AFB1 ve AFB1+PRO gruplarına uygulanmıĢtır (ġekil 3.2.). 

Uygulanan bu doz, gıdalardaki 0,03 ila 0,45 mg/kg (30-450 ppb) AFB1'e eĢdeğerdir. 

GeliĢmekte olan ülkelerde yaĢayan bireylerin bu doz aralığında AFB1'e maruz 

kaldıkları bildirilmiĢtir (Wang ve ark., 2016a). KON ve PRO gruplarına ise sadece 

DMSO verilmiĢtir.  

3.3.2.Propolis Ekstraksiyonu 

Bu çalıĢmada sıvı kromotografi-kütle spektrometresi (LC-MS/MS) yöntemiyle fenolik 

antioksidan analizi (EK-2) yapılan ve içinde resveratrol, gallik asit, siyanidin, klorojenik 

asit, kateĢin, vanilik asit, hesperidin, ferulik asit, kuarsetin, apigenin ve krisin gibi 

fitokimyasalları içeren Anadolu propolisi kullanılmıĢtır. Kullanılan bu propolis 

Türkiye‟nin Samsun ilinden toplanan ham propolisten (Populus sp.) ekstrakte edilmiĢ 
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ve saflaĢtırılmıĢtır. Bu iĢlemler için küçük parçalara ayrılan ham propolisin üzerine 

ağırlığının 10 katı %95 etanol eklenmiĢtir. Bu karıĢım ultrasonik su banyosunda 

45°C‟de 3 saat bekletilmiĢtir. Sonikasyondan sonra karıĢım 0,45 mikropor membran ile 

filtre edilmiĢtir. Bu iĢlem üç kez tekrarlanmıĢtır. 50°C‟de döner buharlaĢtırıcı (rotary 

evaporator) yardımıyla etanol çözeltiden uzaklaĢtırılmıĢtır. Elde edilen kuru formdaki 

propolis ekstraktı 2-4°C‟de ıĢık görmeyen bir ortamda saklanmıĢtır (Cai ve ark., 2020; 

Wang ve ark., 2022; Zhang ve ark., 2015). Propolis takviyesinin bağırsak mikrobiyotası 

ve oksidatif stres parametreleri üzerindeki yararlı etkilerine iliĢkin yapılan çalıĢmalar 

göz önünde bulundurularak, ekstrakte edilen propolis rat baĢına 250 mg/kg/gün dozunda 

oral gavaj yoluyla 4 hafta (28 gün) boyunca PRO ve AFB1+PRO gruplarına 

uygulanmıĢtır (ġekil 3.2.) (Abd-Elrazek ve ark., 2020; El Menyiy ve ark., 2016; Wang 

ve ark., 2022).  

 

ġekil 3.2. Oral gavaj ile AFB1 uygulaması (b) ve propolis uygulaması (a). 

3.3.3. Gaita Numunelerinin Toplanması 

AFB1 ve propolis uygulamaları tamamlandıktan bir gün sonra gaita numuneleri 

DEKAM Temel Bilimler Laboratuvarı‟nda toplanmıĢtır. Hayvanlar öncesinde %70 etil 

alkol ile dezenfekte edilen kafeslere sırayla alınmıĢtır. Defekasyondan hemen sonra 

steril gaita numune kaplarına dıĢkı örnekleri aktarılmıĢtır. Ġdrar, tüy ve yabancı madde 

bulaĢı durumunda kafesler yeniden dezenfekte edilerek defekasyonun tekrarlanması 

beklenmiĢtir. Alınan numuneler DEKAM‟da bulunan -80°C‟lik derin dondurucuya 

yerleĢtirilmiĢtir. Gaita numuneleri içinde 48 saate kadar dayanıklı kuru buz kütlesi 
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bulunan strafor köpük ile Ondokuz Mayıs Üniversitesi Sağlık Bilimleri Fakültesi Kimya 

Laboratuvarı‟na taĢınmıĢtır. Bakteriyel DNA izolasyonu çalıĢmalarına kadar numuneler 

bu laboratuvardaki -80°C‟lik derin dondurucuda bekletilmiĢtir. 

3.3.4.Ötenazi ve Dokuların Alınması 

Ötenazi iĢlemi için enjektabl (intraperitoneal) anestezikler olan ketamin (80 mg/kg) ve 

ksilazin (10 mg/kg) kombinasyonu kullanılmıĢtır. Bacak çekme ve göz kapağı hareketi 

gibi refleksler tamamen kaybolduğunda kardiyak ponksiyon ile maksimum kan alma 

iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Ratlar daha sonra servikal dislokasyon yoluyla sakrifiye 

edilmiĢtir. PıhtılaĢmanın önlenmesi için kan örnekleri etilendiamin tetraasetik asit 

(EDTA) eklenmiĢ tüplere konulmuĢtur. Kan örnekleri 3000 rpm‟de 15 dakika santrifüj 

edilerek serum elde edilmiĢtir. EĢ zamanlı olarak, hayvanların ileum dokuları 

çıkarılmıĢtır (ġekil 3.3.). Disseke edilen dokular ve serum örnekleri biyokimyasal 

analizlerin yapılacağı güne kadar -80°C‟lik derin dondurucuda muhafaza edilmiĢtir. 

 

            

ġekil 3.3. Derin anestezi sonrası kardiyak ponksiyon ile kan alınması (a) ve ileum 

dokusunun diseksiyonu (b). 

3.4. Kimyasallar ve Analiz Kitleri 

Aflatoksin B1 (≥%99,5) (CAS No: 1162-65-8) CAYMAN Chemical Company‟den 

(Michigan, USA) satın alınmıĢtır. Dimetil sülfoksit (≥%99,5) (CAS No: 67-68-5) Sigma 

Aldrich Chemical Company‟den (St. Louis, USA) temin edilmiĢtir. SOD (Cat. No: 

E0168Ra), CAT (Cat. No: E0869Ra), GSH (Cat. No: EA0113Ra), GSH-Px (Cat. No: 

E1242Ra), MDA (Cat. No: E0156Ra) ve TAS (Cat. No: E1710Ra) enzim bağlı 
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immünosorbent analizi (ELISA) kitleri Bioassay Technology Laboratory‟den (Shangai, 

China) temin edilmiĢtir.  

3.5. Biyokimyasal Analizler 

Ötenaziden sonra -80°C‟lik derin dondurucuda bekletilen serum örnekleri ELISA 

yöntemi ile SOD (Cat. No: E0168Ra), CAT (Cat. No: E0869Ra), GSH (Cat. No: 

EA0113Ra), GSH-Px (Cat. No: E1242Ra), MDA (Cat. No: E0156Ra) ve TAS (Cat. No: 

E1710Ra) analizleri yapılmıĢtır. Analiz basamakları üretici firmanın talimatları 

doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢ ve sonuçlar ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda 

üç kez okutularak değerlendirilmiĢtir.  

 

ġekil 3.4. ELISA testi aĢamaları ve kullanılan malzemeler (ELISA test solüsyonları ve 

mikroplak (a), serum örnekleri (b), substrat solüsyonları eklenen kuyucuklardaki renk 

değiĢimi (c), durdurma solüsyonu eklenen kuyucuklardaki renk değiĢimi (d)). 

3.6. Bağırsak Mikrobiyotasının Analizi 

Bağırsak mikrobiyotasında bulunan bakteri türlerinin değerlendirilmesi için 16S rRNA 

Amplikon Metagenom dizileme yöntemi kullanılmıĢtır. Öncelikle fekal örneklerden 

DNA izolasyonu, ticari olarak temin edilen izolasyon kitinin talimatları doğrultusunda 

yapılmıĢ ve sonrasında metagenomik analiz aĢamalarına geçilmiĢtir. 
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3.6.1. Bakteriyel DNA Ġzolasyonu 

Gaita örneğinden DNA izolasyonu ticari kit kullanılarak yapılmıĢ olup, izolasyon 

basamakları aĢağıda özetlenmiĢtir: Ġlk olarak 100 mg dıĢkı örneği 2 mL‟lik tüplere 

aktarılmıĢtır ve 600 µL NPB Buffer, 50 µL NLS Buffer ve 20 µL Proteinaz K eklenerek 

vortekslenmiĢtir. Sonrasında tüp 70°C‟de termal çalkalayıcı blokta 10 dk inkübe 

edilmiĢtir. Ġnkübe edilen tüp 11000xg‟de 2 dk santrifüjlenmiĢtir. Ardından lizat (500 

µL) yeni bir 2 mL‟lik tüpe aktarılmıĢtır, 100 µL NDL Buffer eklenerek vortekslenmiĢ 

ve 11000xg‟de 2 dk santrifüjlenmiĢtir. Elde edilen süpernatant yeni bir 2 mL‟lik tüpe 

aktarılmıĢtır. Peletten ayrılan solüsyona 300 µL izopropanol eklenmiĢtir ve 

vortekslenerek 12000xg‟de 10 dk santrifüjlenmiĢtir. Santrifüjlemeden sonra 

süpenatantın tamamını dikkatli bir Ģekilde boĢaltılmıĢtır, bu aĢamada DNA bir pelet 

olarak tüpte kalmıĢtır. Tüpe 300 µL NTE Buffer eklenerek pelet kısmı tamamen 

çözdürülmüĢtür. Elde edilen solüsyon yeni bir 2 mL‟lik tüpe aktarılmıĢtır, 300 µL NBB 

Buffer ve 300 µL etanol eklenip vortekslenmiĢtir. Sonrasında spin kolon toplama 

tüpüne yerleĢtirilip tüm sıvıyı spin kolona aktarılmıĢtır ve 12000xg‟de 1 dk 

santrifüjlenmiĢtir. Daha sonra spin kolona 700 µL Wash Buffer I eklenip 12000xg‟de 30 

saniye santrifüjlenmiĢtir. Aynı iĢlem Wash Buffer II için de tekrarlanıp spin kolon 

12000xg‟de 30 saniye santrifüjlenmiĢtir. Spin kolonlar 1,5 mL‟lik mikrosantrifüj 

tüplerine yerleĢtirilerek üzerine önceden 70°C‟ye ısıtılmıĢ 50 µL NTE Buffer 

eklenmiĢtir ve kolonlar 12000xg‟de 2 dk santrifüjlenerek DNA izolatı elde edilmiĢtir. 

Numuneler metagenomik analizin gerçekleĢtirileceği güne kadar -20˚C‟de muhafaza 

edilmiĢtir. 

3.6.2.Numune Kalite Kontrolü 

DNA ekstraktlarının kalite kontrol iĢlemleri için jel elektroforezi ve florometrik 

yöntemler (NanoDrop™ 2000/2000c Spektrofotometre, Paisley, UK) kullanılmıĢtır. 

Yapılan ölçümler sonucunda her numunenin genomik DNA konsantrasyonu 10 

ng/µL‟dan fazla ve saflık (A260/A280) değeri 1,8-2,0 arasında bulunmuĢtur.  

3.6.3.Kütüphane Hazırlığı 

Ratların gaita örnekleri kullanılarak yapılan mikrobiyota analizleri 16S ribozomal RNA 

(16S rRNA) yeni nesil dizileme yöntemi kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Dizileme 

öncesi kütüphane hazırlık basamaklarında 16S rRNA V3-V4 bölgeleri barkodlu 
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) primerleri (16S Amplicon PCR Forward Primer= 

5‟TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCA

G, 16S Amplicon PCR Reverse Primer= 

5‟GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCT

AATCC) kullanılarak çoğaltılmıĢtır ve saflaĢtırılmıĢtır. Ara saflaĢtırma basamakları için 

Agencourt Ampure Magnetic Beads kullanılmıĢtır. Kütüphane hazırlık aĢamaları 

tamamlandıktan sonra kütüphanelerin kalitesi florometrik yöntemler ile kontrol 

edilmiĢtir. Bunun yanı sıra, hazırlanan kütüphanelerin kantifikasyon ve normalizasyonu 

Applied Biosystem 7500 Real Time PCR sistemi kullanılarak optimize edilmiĢtir. 

Sonrasında kütüphane havuzu %20 PhiX kontrol eklenerek dizileme iĢlemi için 

hazırlanmıĢtır. 

3.6.4.Yeni Nesil Dizileme 

Dizileme Novogene tarafından Illumina Novaseq 6000 (San Diego, CA, USA) yeni 

nesil dizileme platformu kullanılarak yapılmıĢtır. Bu platform kullanılarak birleĢtirilmiĢ 

kütüphane akıĢ hücresine (flow cell) eklenmiĢtir. AkıĢ hücresi içinde, yüzeye yapıĢık 

halde bulunan oligolar, kütüphanedeki adaptör dizilerine tamamlayıcı dizilerdir. Köprü 

amplifikasyonuyla her fragment, ayrı ve klonlanmıĢ kümeler halinde çoğalmaktadır. 

Kümelenme bittikten sonra, kalıp DNA dizilenmeye hazırlanmıĢtır. Illumina‟nın 

“Sequencing by Synthesis” teknolojisiyle, her baz dizileme sırasında DNA kalıbı 

üzerinde eklenirken tespit edilmiĢtir. Dizilemede kullanılan dNTP‟ler özel tersinir, 

terminatör bağlı dNTP‟lerdir.  Bu dNTP‟ler her dizileme döngüsünde, özel kimyasal 

yapılarından dolayı hata payını ve yanlıĢ baz eklenme olasılığını düĢürmektedir. 

Böylece elde edilen sonuç her bazda yüksek doğruluğa sahiptir. Aynı zamanda, kalıp 

DNA üzerindeki tekrar eden bölgeler ya da homopolimer DNA dizileri, diğer dizileme 

tekniklerinde yanlıĢ okumalara ya da okumanın bu noktalarda bitmesine yol açmaktadır. 

Sequencing by Synthesis teknolojisi ve bu özel dNTP‟ler sayesinde homopolimer DNA 

dizileri ya da tekrar bölgeleri hatasız okunmaktadır. 

3.6.5.Taksonomik Sınıflandırma ve Veri Analizi 

ĠĢlenmemiĢ ham okumaların kalitesi FastQC yazılımı (https://www.novogene.com/eu-

en/about/about-novogene/ Novogene Company, Cambridge, UK) kullanılarak 

değerlendirilmiĢtir. Ham okumalar üzerinde adapter trimming yapıldıktan sonra FastQC 
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ile kalite filtrelemesi yapılmıĢtır. Örneklerin her biri için dizilenen parçalar merkez 

bölgelerinde üst üste bindiğinden, 16S rRNA geninin V3-V4 bölgesi yaklaĢık 550-630 

bp'lik parçalar halinde kısmen yeniden yapılandırılmıĢtır. Taksonomik atama ve 

operasyonel taksonomik birimlerin (OTU) belirlenmesi için tam uzunluktaki V3-V4 

16S rRNA gen bölgelerinin yeniden yapılandırılması, QIIME2dada2 aracı (Versiyon 

3.2.0) ve R yazılımı (Versiyon 4.3.0) (Lin ve ark., 2022) ile %97 nükleotid özdeĢliğinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. OTU‟lar ile taksonomik analiz, seyreltme analizleri ve grupların 

karĢılaĢtırmalı analizleri yine QIIME 2 içerisinde bulunan araçlarla yapılmıĢtır. 

3.6.6.Biyoinformatik Analiz 

Alfa çeĢitlilik bir örnekteki türlerin belirlenmesinde kullanılmaktadır ve altı farklı 

indeks türü bulunmaktadır. Bunlar; Shannon, Simpson, Chao1, ACE, Good‟s coverage 

ve Observed species indeksleridir. ÇalıĢmada QIIME 2 (Versiyon 2.3.0) programı ve R 

(Versiyon 4.3.0) yazılımı kullanılarak indeks hesaplamaları ve gruplar arası 

karĢılaĢtırmalı istatistiksel analizler yapılmıĢtır. 

Beta çeĢitlilik ağırlıklı ve ağırlıksız Unifrac analizleri QIIME 2 (Versiyon 2.3.0) 

programı ve R (Versiyon 4.3.0) yazılımı kullanılarak hesaplanmıĢtır. Çok boyutlu 

bileĢenleri göstermek amacıyla Bray-Curtis farklılığına dayalı temel koordinat analizi 

(principal coordinate analysis-PCoA) ve temel bileĢenler analizi (principal component 

analysis-PCA) R (Versiyon 4.3.0) yazılımı kullanılarak yapılmıĢtır (Zhai ve ark., 2023). 

ÇalıĢmada kullanılan alfa ve beta çeĢitlilik indekslerinin özelliklerine iliĢkin açıklamalar 

Tablo 3.2‟te gösterilmiĢtir (Hagerty ve ark., 2020; Karadayı ve Karadayı, 2021). 
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Tablo 3.2. Alfa ve beta çeĢitlilik indekslerinin kullanım amaçları 

Ġndeks türleri Kullanım amaçları  

Alfa çeĢitlilik indeksleri 

Gözlemlenen türler Örnek baĢına düĢen farklı OTU‟ların sayısını belirlemek için 

kullanılır. 

ACE Tür zenginliğinin tahmin edilmesinde kullanılır. 

Chao1 ACE‟den farklı olarak örnek içindeki nadir türlerin bolluğunu 

belirlemek için kullanılır. 

Shannon Örnekteki mevcut taksonların hem göreceli bolluğunu (çeĢitlilik) 

hem de dengeli dağılımını (düzgünlük) açıklamak için kullanılır. 

Simpson Örnek zenginliğini oluĢturan farklı türlerin göreceli bolluk 

ölçümü; hem zenginliği hem de dağılım dengesini tespit etmek 

için kullanılır. 

Good‟s coverage Örnekte yer alan türlerin grubu temsil edip etmediğinin 

anlaĢılmasında kullanılır.  

Beta çeĢitlilik indeksleri 

Ağırlıksız Unifrac 

uzaklıkları 

Farklı örneklerde bulunan türlerin var/yok ayrımının yapılmasını 

sağlar. 

Ağırlıklı Unifrac 

uzaklıkları 

Türlerin göreceli bolluklarını ölçer ve genellikle baskın türler 

arasındaki farkların vurgulanmasını sağlar. 

 

3.7.Ġstatistiksel Analizler 

ÇalıĢma verilerinin istatistiksel analizinde IBM SPSS 26.0 (Statistical Package for the 

Social Sciences, IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket programı kullanılmıĢtır. Analiz 

sonuçları GraphPad Prism programı 9.5 (San Diego, CA, USA) kullanılarak 

görselleĢtirilmiĢtir. Verilerin normal dağılıma uygunluğu Kolmogorov-Smirnov testi ile 

değerlendirilmiĢtir. Normal dağılımlı değiĢkenler ortalama ± standart sapma (x ±SS) ile 

sunulmuĢtur.  

Deney gruplarının vücut ağırlığı, ağırlık kazanımları ve beden kütle indeksi (BKĠ) 

ortalamaları ile biyokimyasal analizler sonunda elde edilen veriler Tek Yönlü Varyans 

Analizi (One-way ANOVA) kullanılarak değerlendirilmiĢtir. Gruplar arası 

karĢılaĢtırmalarda istatistiksel olarak anlamlı fark çıkan değiĢkenlerde post-hoc testleri 

(Tukey testi) uygulanmıĢtır. Benzer Ģekilde, çalıĢma gruplarının OTU bolluk 

karĢılaĢtırması Kruskal-Wallis veya Mann-Whitney U testleri kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġstatistiksel anlamlılık düzeyi p<0,05 kabul edilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Ratlarda Vücut Ağırlığı DeğiĢimi ile Ġlgili Bulgular 

Deney gruplarının baĢlangıç ve son vücut ağırlığı ortalamaları Tablo 4.1‟de verilmiĢtir. 

Buna göre, baĢlangıç (p=0,001) ve son vücut ağırlığı (p<0,001) ortalamaları gruplar 

arasında farklı bulunmuĢtur. BaĢlangıç vücut ağırlığı ortalamaları grup bazında 

incelendiğinde KON ve AFB1+PRO grupları arasındaki farkın anlamlı olduğu; AFB1 

ve PRO gruplarının ise hem KON hem de AFB1+PRO grupları ile benzerlik gösterdiği 

belirlenmiĢtir. ÇalıĢmanın sonunda KON grubundaki vücut ağırlığı ortalaması diğer 

gruplara kıyasla anlamlı olarak daha yüksek bulunmuĢtur (p<0,001). AFB1, PRO ve 

AFB1+PRO gruplarının ise son vücut ağırlığı ortalamaları arasında anlamlı bir farklılık 

saptanmamıĢtır (p>0,05).   

Tablo 4.1. Deney gruplarının baĢlangıç ve son vücut ağırlığı ortalamaları 

Ölçümler KON 

    SS  

AFB1 

    SS  

PRO 

    SS  

AFB1 PRO 

    SS) 

F p 

BaĢlangıç 

vücut ağırlığı 

(g) 

167,70±3,81
a
 149,25±4,52

ab
 

 

155,87±5,74
ab

 137,12±5,54
b
 7,221 0,001 

Son vücut 

ağırlığı (g) 

227,20±4,56
a
 202,00±4,07

b
 198,00±4,15

b
 194,25±6,78

b
 9,795 0,000 

Verilerin analizinde Tek Yönlü Varyans Analizi (ANOVA) ve sonrasında Tukey Post-

Hoc Testi kullanılmıĢtır.  

Not: Farklı üs değerine (a, b) sahip parametreler istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). 
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Tablo 4.2‟de deney gruplarının ortalama vücut ağırlıkları, vücut ağırlığı kazanımları ve 

BKĠ değerlerinin karĢılaĢtırılması verilmiĢtir. KON grubunun ortalama vücut ağırlığı ve 

BKĠ değeri diğer gruplara kıyasla anlamlı olarak daha yüksek bulunmuĢtur (p<0,001). 

Buna ek olarak, AFB1+PRO grubunun ortalama vücut ağırlığının 2. haftadan itibaren 

diğer gruplara göre daha düĢük; KON grubunun ise daha yüksek seyrettiği görülmüĢtür 

(p<0,001) (ġekil 4.1.a). Deney süresince vücut ağırlığı kazanımı en yüksek KON 

grubunda, en düĢük ise PRO grubunda olmuĢtur. Ancak vücut ağırlığı kazanımı ve boy 

uzunluğu ortalamaları bakımından gruplar arasında anlamlı bir fark saptanmamıĢtır 

(p>0,05). Bununla birlikte, ilk hafta PRO grubunun ortalama vücut ağırlığı kazanımı 

belirgin bir Ģekilde artmıĢtır (p=0,011), ancak diğer grupların ilk haftadan itibaren 

ortalama vücut ağırlığı kazanımları azalma eğilimi göstermiĢtir (ġekil 4.1.b). 

Tablo 4.2. Deney gruplarının ortalama vücut ağırlıkları, vücut ağırlığı kazanımları ve 

BKĠ değerlerinin karĢılaĢtırılması  

Ölçümler  KON AFB1 PRO AFB1+PRO F p 

Vücut 

ağırlığı (g) 

199,25±12,93
a
 178,46±12,01

b
 175,93±16,17

b
 168,87±14,39

b
 8,181 0,000 

Vücut 

ağırlığı 

kazanımı 

(g) 

59,50±8,26 52,75±7,45 42,12±7,58 57,12±27,43 2,252 0,103 

Boy 

uzunluğu 

(cm) 

19,65±0,70 19,43±0,56 19,12±1,09 19,18±0,65 0,866 0,469 

BKĠ 

(g/cm
2
) 

0,58±0,02
a
 0,53±0,30

b
 0,54±0,03

b
 0,52±0,2

b
 8,906 0,000 

Verilerin analizinde Tek Yönlü Varyans Analizi (ANOVA) ve sonrasında Tukey Post-

Hoc Testi kullanılmıĢtır. Kısaltma: BKĠ, Beden kütle indeksi.  

Not: Farklı üs değerine (a, b) sahip parametreler istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). 
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 a 

 

     b 

 

ġekil 4.1. Deney gruplarının ortalama vücut ağırlıkları (a) ve haftalık vücut ağırlığı 

değiĢimleri (b). 

4.2.Biyokimyasal Bulgular 

Dört haftalık süre boyunca takip edilen deney gruplarının serum örneklerinde araĢtırılan 

çeĢitli oksidatif stres parametreleri düzeylerinin karĢılaĢtırılması Tablo 4.3‟te 

verilmiĢtir. Lipit peroksidasyonunun bir göstergesi olan MDA düzeyleri bakımından 

gruplar arasında anlamlı bir fark saptanmamıĢtır (p>0,05). PRO grubunun TAS düzeyi 

KON ve AFB1 gruplarından anlamlı olarak daha yüksek bulunmuĢtur (KON: 

22,54±1,3, AFB1: 18,26±1,6, PRO: 27,83±2,73, p=0,043). AFB1+PRO grubunun TAS 

düzeyi ise diğer gruplarla benzerdir (p>0,05). AFB1 grubunda GSH-Px düzeyinin KON 
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grubuna göre anlamlı olarak azaldığı (KON: 34,18±3,59, AFB1: 21,60±1,84, p=0,030), 

propolis verilen gruplarda ise anlamlı bir değiĢiklik olmadığı görülmüĢtür (PRO: 

28,89±1,94, AFB1+PRO: 35,28±3,09, p>0,05). Bunun aksine, AFB1 grubunun GSH 

düzeyinin artma eğiliminde olduğu ancak gruplar arasındaki farkın istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı belirlenmiĢtir (p>0,05). Deney gruplarının SOD düzeyi incelendiğinde 

AFB1 grubunun en düĢük enzim aktivitesine sahip olduğu saptanmıĢtır (AFB1: 

17,94±5,07, p=0,039). Buna ek olarak, propolis verilen grupların SOD düzeyi KON 

grubuna göre azalma eğilimi gösterse de bu fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıĢtır (KON: 29,59±2,91, PRO: 25,67±0,97, AFB1+PRO: 26,91±0,93, 

p>0,05). Benzer Ģekilde en düĢük CAT aktivitesine sahip grup AFB1 olmuĢtur (AFB1: 

21,04±2,02, p=0,059). PRO ve AFB1+PRO gruplarında CAT düzeyi KON grubuna 

kıyasla azalma eğilimi göstermiĢtir, ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıĢtır (KON: 27,44±1,05, PRO: 23,50±1,31, AFB1+PRO: 22,39±1,50, 

p>0,05).  

Tablo 4.3. Deney gruplarının serumlarında çeĢitli oksidatif stres parametreleri 

düzeylerinin karĢılaĢtırılması 

Biyokimyasal 

parametreler 

KON 

(n=8) 

AFB1 (n=8) PRO (n=8) AFB1+PRO 

(n=8) 

F p 

MDA 

(nmol/mL) 

14,69±1,62 11,62±1,13 14,96±1,41 15,91±2,61 1,049 0,387 

TAS  22,54±1,3
a
 18,26±1,6

a
 27,83±2,73

b
 24,96±2,31

ab
 3,039 0,056 

GSH-Px 

(ng/mL) 

34,18±3,59
a
 21,60±1,84

b
 28,89±1,94

ab
 35,28±3,09

a
 4,587 0,015 

GSH (mg/L) 152,76±15,98 171,73±9,35 142,55±10,81 144,76±11,59 1,184 0,334 

SOD (ng/mL) 29,59±2,91
a
 17,94±5,07

b
 25,67±0,97

ab
 26,91±0,93

ab
 3,340 0,039 

CAT (ng/mL) 27,44±1,05
a
 21,04±2,02

b
 23,50±1,31

ab
 22,39±1,50

ab
 3,017 0,059 

Verilerin analizinde Tek Yönlü Varyans Analizi (ANOVA) ve sonrasında Tukey Post-

Hoc Testi kullanılmıĢtır. Kısaltmalar: MDA, Malondialdehit; TAS, Toplam antioksidan 

kapasite; GSH-Px, Glutatyon peroksidaz; GSH, Glutatyon; SOD, Süperoksit dismutaz; 

CAT, Katalaz.  

Not: Farklı üs değerine (a, b) sahip parametreler istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). 
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4.3.Mikrobiyota Analizi 

Deney gruplarının gaita örneklerinde yapılan bağırsak mikrobiyotası analizine ait 

açıklanabilir türleri gösteren OTU ağacı ġekil 4.2‟de verilmiĢtir. Buna göre en baskın 

türlerin Firmicutes, Proteobacteria ve Bacteroidetes filumlarına ait olduğu görülmüĢtür. 

KON grubunda filumların bu baskın türlere olan katkıları taksonomik düzeyleri göz 

önüne alınarak incelendiğinde; Firmicutes filumuna ait olan Clostridia ve Negativicutes 

sınıflarının; sırasıyla Eubacteriales, Acidaminococcales ve Selenomonadales 

takımlarından Acidaminococcales‟e ait Acidaminococcaceae ailesi ve 

Selenomonadales‟e ait Selenomonadaceae ailesinin yüksek göreceli bollukta olduğu 

saptanmıĢtır.  

AFB1 grubunda filumların baskın türlere olan katkıları taksonomik düzeylerine göre 

incelendiğinde; Firmicutes ve Proteobacteria filumlarına ait olan Bacilli, 

Gammaproteobacteria ve Clostridia sınıflarının; sırasıyla Lactobacillales, 

Enterobacterales ve Eubacteriales takımlarından Lactobacillales‟e ait Lactobacillaceae 

ailesi, Enterobacterales‟e ait Enterobacteriaceae ailesi, Eubacteriales‟e ait 

Oscillospiraceae ailesinin yüksek göreceli bollukta olduğu görülmüĢtür.  

PRO grubunda filumların baskın türlere olan katkıları taksonomik düzeylerine göre 

incelendiğinde; Firmicutes filumuna ait olan Clostridia sınıfının Eubacteriales takımına 

ait olan Peptostreptococcaceae ve Eubacteriaceae ailelerinin baskın türlerin çeĢitliliğine 

yüksek katkı verdikleri saptanmıĢtır.  

AFB1+PRO grubunda filumların baskın türlere olan katkıları taksonomik düzeylerine 

göre incelendiğinde; Firmicutes ve Bacteroidetes filumlarına ait olan Clostridia ve 

Bacteroidia sınıflarının; sırasıyla Eubacteriales ve Bacteroidales takımlarından 

Eubacteriales‟e ait olan Lachnospiraceae ailesi ve Bacteroidales‟e ait olan 

Prevotellaceae ailesinin baskın türlere katkı verdikleri belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.2. Deney gruplarının bakteriyel taksonomik OTU ağacı. Taksonlar dıĢtan içe 

doğru sıralanmıĢtır. Takson halkalarının büyüklüğü baskın türlere ait göreceli bolluğu 

göstermektedir. OTU ağacındaki farklı renkler farklı filumları temsil etmektedir.  

Deney gruplarının grup içi topluluk zenginliği ve çeĢitliliğinin karĢılaĢtırılması amacıyla 

hesaplanan alfa çeĢitlilik indekslerine ait kutu grafikleri ġekil 4.3‟te verilmiĢtir. ġekil 

4.3a‟da gözlemlenen türlere ait kutu grafiği gösterilmiĢtir. Buna göre; grup içerisinde 

gözlemlenen türlerin sayısı PRO grubunda KON grubuna göre anlamlı olarak daha fazla 

bulunmuĢtur (p=0,010). AFB1 ve AFB1+PRO grubunda gözlemlenen türlerin sayısı 

KON grubuna göre daha fazla olsa bu fark anlamlı bulunmamıĢtır (p>0,05). 

Topluluğun zenginliğini gösteren Chao 1 ve ACE indekslerine ait kutu grafikleri ġekil 

4.3b ve ġekil 4.3c‟de verilmiĢtir. Chao 1 indeksine göre; deney gruplarının tür 

bollukları arasındaki fark anlamlı bulunmuĢtur (p=0,037). PRO grubunda KON grubuna 

göre tür bolluğunun daha fazla olduğu saptanmıĢtır (p=0,011). Bununla birlikte AFB1 

ve AFB1+PRO gruplarının tür bolluğu KON grubuna göre daha fazla olmasına rağmen 

bu fark anlamlı değildir (p>0,05). ACE indeksine göre; deney gruplarının tür bollukları 

arasındaki fark anlamlı bulunmuĢtur (p=0,013). PRO ve AFB1 grupları KON grubuna 
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göre tür bolluğunun daha fazla olduğu saptanmıĢtır. Diğer taraftan, AFB1+PRO grubu 

ve KON grubunun birbirine benzer olduğu belirlenmiĢtir (p>0,05). 

Grup içi türlerin çeĢitliliğini belirlemede kullanılan Shannon ve Simpson indekslerine 

ait kutu grafikleri ġekil 4.3d ve ġekil 4.3e‟de gösterilmiĢtir. Shannon indeksinde AFB1 

grubunun KON grubuna göre tür çeĢitliliği daha yüksek bulunmuĢtur (p=0,006). 

Simpson indeksine göre ise PRO grubunun KON grubuna göre tür çeĢitliliği daha 

yüksektir (p=0,018). Diğer deney gruplarının tür çeĢitliliği KON grubundan daha 

yüksek olmasına rağmen bu fark anlamlı değildir (p>0,05).  

Grup içi türlerin grubu temsil edip etmediğinin araĢtırılmasında kullanılan Good‟s 

coverage indeksine ait kutu grafiği ġekil 4.3f‟de verilmiĢtir. Buna göre; deney 

gruplarının ait olduğu grubu temsil ettiği belirlenmiĢtir (p>0,05). 
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a. Gözlemlenen türler kutu grafiği (p>0,05)       b. Chao 1 indeksi kutu grafiği (p=0,037) 

 

c. ACE indeksi kutu grafiği (p=0,013)            d. Shannon kutu grafiği (p>0,05) 

 

e. Simpson kutu grafiği (p>0,05)                     f. Good‟s coverage indeksi (p>0,05) 

ġekil 4.3. Deney gruplarının alfa çeĢitlilik indeksleri 
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Beta çeĢitlilik örnekler arasındaki mikrobiyal toplulukların varyasyonlarını 

göstermektedir. Deney grupları arasındaki beta çeĢitlilik Unifrac uzaklık matriks grafiği 

ġekil 4.4‟te verilmiĢtir. Elde edilen sonuçlara bakıldığında; KON grubuna göre AFB1 

ve PRO gruplarında çeĢitliliğin azaldığı, AFB1+PRO grubunda ise çeĢitliliğin arttığı 

görülmüĢtür. Ancak beta çeĢitlilik açısından deney grupları arasındaki bu fark anlamlı 

bulunmamıĢtır (p>0,05).  

 

Ağırlıklı Unifrac uzaklık matriksi kutu grafiği (p>0,05) 

ġekil 4.4. Beta çeĢitlilik ağırlıklı Unifrac uzaklık matriksi 

Ağırlıksız Unifrac uzaklıkları için temel koordinat grafiği ġekil 4.5‟te verilmiĢtir. Buna 

göre; KON grubunda KON_8 numaralı örnek hariç diğer tüm örneklerin PRO, AFB1 ve 

AFB1+PRO gruplarından ayrıĢarak kümelendiği görülmüĢtür. AFB1+PRO grubunda 

ise AFB1+PRO_8 numaralı örnek hariç diğer tüm örneklerin KON, PRO ve AFB1 

gruplarından ayrıĢarak kümelendiği saptanmıĢtır.  
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ġekil 4.5. Ağırlıksız Unifrac uzaklıklarına dayalı olarak deney gruplarından alınan 

bağırsak mikrobiyotasının temel koordinat analizi (PCoA). PC1 ve PC2 tarafından 

açıklanan varyasyon yüzdesi eksenlerde belirtilmiĢtir. Gruplar renklerle ayırt edilmiĢtir. 

Her bir renkli sembol tek bir örneğe karĢılık gelmektedir. 

Ağırlıklı Unifrac uzaklıkları için temel koordinat grafiği ġekil 4.6‟da verilmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlara göre; deney grupları arasında türlere ait göreceli bollukların birbirinden 

ayrıĢmadığı ve benzerlik gösterdiği belirlenmiĢtir.  

 

ġekil 4.6. Ağırlıklı Unifrac uzaklıklarına dayalı olarak deney gruplarından alınan 

bağırsak mikrobiyotasının temel koordinat analizi (PCoA). PC1 ve PC2 tarafından 

açıklanan varyasyon yüzdesi eksenlerde belirtilmiĢtir. Gruplar renklerle ayırt edilmiĢtir. 

Her bir renkli sembol tek bir örneğe karĢılık gelmektedir. 
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Bray-Curtis benzeĢmezlik indeksine dayanan temel koordinat analizi grafiği ġekil 

4.7‟de verilmiĢtir. KON ve AFB1+PRO gruplarındaki ratlarda gaita mikrobiyal 

topluluklarının, AFB1 ve PRO gruplarındaki ratlara göre birbirine daha benzer olduğu 

görülmüĢtür. Ayrıca, bu gruplar, PC2 ile gösterildiği gibi, açıkça farklı kümelere 

ayrılmıĢtır. Dolayısıyla, AFB1 uygulaması ve propolise takviyesi ratlarda bağırsak 

mikrobiyotası topluluk yapısını değiĢtirmiĢtir.  

 

ġekil 4.7. Bray-Curtis benzeĢmezlik indeksine dayalı olarak deney gruplarından alınan 

bağırsak mikrobiyotasının temel koordinat analizi (PCoA). AFB1 ve PRO 

uygulamasına göre örneklerde bir kümelenme gözlenmiĢtir. PC1 ve PC2 tarafından 

açıklanan varyasyon yüzdesi eksenlerde belirtilmiĢtir. Gruplar renklerle ayırt edilmiĢtir. 

Her bir renkli sembol tek bir örneğe karĢılık gelmektedir. 

Deney gruplarındaki bağırsak mikrobiyal topluluğunu araĢtırmak için Venn diyagramı 

kullanılarak ortak ve benzersiz OTU'ların analizi yapılmıĢtır (ġekil 4.8). OTU'ların çoğu 

dört deney grubu arasında paylaĢılmıĢtır (%46,7). KON, AFB1, PRO ve AFB1+PRO 

gruplarının OTU sayıları sırasıyla 9 (%4,2), 20 (%9,4), 17 (%8) ve 16 (%7,5) olarak 

bulunmuĢtur.  
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ġekil 4.8. Operasyonel taksonomik birimleri (OTU) temsil eden Venn diyagramı. 

Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının filum düzeyindeki göreceli bollukları 

ġekil 4.9‟da verilmiĢtir. Buna göre; tüm gruplarda en yüksek göreceli bolluğa sahip 

filumlar sırasıyla Firmicutes, Bacteroidetes ve Proteobacteria‟dır. Deney grupları 

karĢılaĢtırıldığında; Firmicutes bolluğunun en fazla PRO grubunda olduğu 

belirlenmiĢtir (KON: %71,097; AFB1: %68,778; PRO: %73,516; AFB1+PRO: 

%61,689). Ġkinci olarak en yüksek bolluğa sahip Bacteroidetes filumu en fazla 

AFB1+PRO grubunda bulunmaktadır (KON: %22,152; AFB1: %22,851; PRO: 

%21,772; AFB1+PRO: %30,595). Üçüncü olarak ise Proteobacteria filumu en düĢük 

PRO grubunda en yüksek AFB1 grubunda yer almaktadır (KON: %6,371; AFB1: 

%7,174; PRO: %4,111; AFB1+PRO: %6,091). Buna ek olarak, AFB1+PRO grubunda 

filum çeĢitliliğinin diğer gruplara kıyasla daha fazla bulunmuĢtur. Bu grup spesifik 

olarak Spiroctea (%0,011), Fibrobacterota (%0,293) ve Mycoplasmonadota (%0,618) 

filumlarını içermektedir.  
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ġekil 4.9. Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının filum düzeyindeki göreceli 

bollukları.  

Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının filum düzeyindeki göreceli 

bolluklarının ısı haritası ġekil 4.10‟da verilmiĢtir. Isı haritası gruplar arasında baskın 

veya baskın olmayan filumların ayırt edilmesini sağlamaktadır. Buna göre; Firmicutes 

filumunun en yoğun olduğu PRO_7 numaralı örnektir. Proteobacteria ve Bacteroidetes 

filumlarını en yoğun içeren örnek AFB1_4 numaralı örnektir.  

 

ġekil 4.10. Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının filum düzeyindeki göreceli 

bolluklarının ısı haritası. 
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Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının sınıf düzeyindeki göreceli bollukları 

ġekil 4.11‟de verilmiĢtir. Buna göre; tüm gruplarda en yüksek göreceli bolluğa sahip 

sınıflar sırasıyla Clostridia, Bacteroidia, Bacilli, Negativicutes ve 

Gammaproteobacteria‟dır.  Deney grupları karĢılaĢtırıldığında; Clostridia (%45,865), 

Bacteroidia (%30,595) ve Negativicutes (%12,962) göreceli bolluklarının en yüksek 

AFB1+PRO grubunda olduğu belirlenmiĢtir. Bacilli sınıfının en yüksek göreceli bolluğa 

sahip olduğu grup PRO (%39,264), en düĢük grup AFB1+PRO (%2,514) grubudur.  

 

ġekil 4.11. Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının sınıf düzeyindeki göreceli 

bollukları.  

Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının takım düzeyindeki göreceli bollukları 

ġekil 4.12‟de verilmiĢtir. Buna göre; tüm gruplarda en yüksek göreceli bolluğa sahip 

takımlar sırasıyla Lactobacillales, Eubacteriales, Bacteroidales ve 

Acidominococcales‟tir.  Lactobacillales takımının en yüksek göreceli bolluğa sahip 

olduğu grup PRO (%39,218), en düĢük grup AFB1+PRO‟dur (%2,504). Eubacteriales, 

Bacteriodales ve Acidominococcales göreceli bolluklarının en yüksek olduğu grup 

AFB1+PRO (sırasıyla %45,865, %30,595 ve %10,48), en düĢük grup PRO‟dur 

(sırasıyla %30,672, %21,772 ve %1,925).  
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ġekil 4.12. Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının takım düzeyindeki 

göreceli bollukları.  

Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının aile düzeyindeki göreceli bollukları 

ġekil 4.13‟de verilmiĢtir. Buna göre; tüm gruplarda en yüksek göreceli bolluğa sahip 

aileler Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Prevotellaceae, Acidaminococcaceae, 

Oscillospiraceae, Peptostreptococcaceae ve Enterobacteriaceae‟dir.  Lactobacillaceae 

ailesinin en yüksek göreceli bolluğa sahip olduğu grup PRO (%38,556), en düĢük grup 

AFB1+PRO‟dur (%2,287). Lachnospiraceae, Prevotellaceae, Oscillospiraceae ve 

Acidaminococcaceae göreceli bolluklarının en yüksek olduğu grup AFB1+PRO 

(sırasıyla %28,774, %27,344, %9,255 ve %10,48), en düĢük grup PRO‟dur (sırasıyla 

%13,396, %19,155, %6,79 ve %1,925). Enterobacteriaceae göreceli bolluğu KON ve 

AFB1 grubunda benzer olup sırasıyla %4,262 ve %4,226‟dır.  
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ġekil 4.13. Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının aile düzeyindeki göreceli 

bollukları.  

Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının cins düzeyindeki göreceli bollukları 

ġekil 4.14‟de verilmiĢtir. Buna göre; KON grubunda en yüksek göreceli bolluğa sahip 

cinsler sırasıyla Prevotella (%20,914), Ligilactobacillus (%18,059), Roseburia 

(%7,904), Phascolarctobacterium (%5,963) ve Lactobacillus’tur (%5,79). AFB1 

grubunda en yüksek göreceli bolluğa sahip cinsler sırasıyla Prevotella (%21,143), 

Lactobacillus (%15,239), Ligilactobacillus (%10,305), Roseburia (%6,167) ve 

Pseudescherichia (%4,211)‟dır. PRO grubunda en yüksek göreceli bolluğa sahip cinsler 

sırasıyla Ligilactobacillus (%30,372), Prevotella (%19,155), Lactobacillus (%8,748), 

Roseburia (%4,45) ve Romboutsia (%3,518)‟dır. AFB1+PRO grubunda en yüksek 

göreceli bolluğa sahip cinsler sırasıyla Prevotella (%27,344), Lactobacillus (%19,169), 

Phascolarctobacterium (%10,48),  Roseburia (%8,125), Coprococcus (%4,92) ve 

Faecalibacterium (%4,346)‟dur. 
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ġekil 4.14. Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının cins düzeyindeki göreceli 

bollukları.  

Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının tür düzeyindeki göreceli bollukları 

ġekil 4.15‟de verilmiĢtir. Buna göre; KON grubunda en yüksek göreceli bolluğa sahip 

türler sırasıyla Prevotella copri DSM 18205 (%19,313), Ligilactobacillus murinus 

(%9,62), Ligilactobacillus faecis (%8,439), Lactobacillus johnsonii (%8,073) ve 

Phascolarctobacterium succinatutens (%5,963)‟tir. AFB1 grubunda en yüksek göreceli 

bolluğa sahip türler sırasıyla Prevotella copri DSM 18205 (%14,429), Ligilactobacillus 

faecis (%8,189), Lactobacillus johnsonii (%8,159), Prevotella hominis (%6,714) ve 

Roseburia intestinalis (%5,525)‟tir. PRO grubunda en yüksek göreceli bolluğa sahip 

türler sırasıyla Ligilactobacillus faecis (%23,112), Prevotella copri DSM 18205 

(%12,564), Ligilactobacillus murinus (%7,26), Prevotella hominis (%6,59) ve 

Romboutsia timonensis (%4,273)‟tür. AFB1+PRO grubunda en yüksek göreceli bolluğa 

sahip türler sırasıyla Prevotella copri DSM 18205 (%19,313), Phascolarctobacterium 

succinatutens (%10,48), Prevotella hominis (%8,031), Roseburia intestinalis (%6,73) 

ve Coprococcus eutactus (%4,747)‟tur. 
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ġekil 4.15. Deney gruplarına göre bağırsak mikrobiyotasının tür düzeyindeki göreceli 

bollukları. 

Yapılan Pearson‟s korelasyon analizi sonucunda bağırsak mikrobiyotası (cins 

düzeyinde) ve oksidatif stres parametreleri arasındaki iliĢki ġekil 4.16‟da verilmiĢtir. 

Buna göre, Phascolarctobacterium ve GSH-Px düzeyi arasında pozitif yönde iliĢki 

bulunmuĢtur (Pearson‟s r= 0.355, p=0.048).   

 

ġekil 4.16. Bağırsak mikrobiyotası ve oksidatif stres parametreleri arasındaki iliĢkinin 

ısı haritası. Veriler Pearson‟s korelasyon testi kullanılarak analiz edilmiĢtir, * p<0.05. 
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Propolis ve AFB1 uygulamasından sonra bakteriyel taksonomideki spesifik 

değiĢiklikleri tanımlamak için doğrusal diskriminant analizi etki boyutu (LEfSe) analizi 

yapılmıĢtır. Kontrol grubunda baskın bakteri filumunun Clostridia olduğu ġekil 4.17‟de 

gösterilmiĢtir. PRO, AFB1 ve AFB1+PRO gruplarında bazı cinsler belirgin olarak 

artmıĢtır (LDA skoru>2, p<0,05). Bunlar; sırasıyla Eubacterium, Romboutsia, 

Limosilalactobacillus; Lactobacillus, Pseudescherichia, Neglectibacter; Roseburia, 

Anaerostipes, Faecalibacterium ve Coprococcus bakteri cinsleridir.  
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ġekil 4.17. Deney gruplarında bağırsak mikrobiyotasının LEfSe sonuçlarının 

karĢılaĢtırması. 
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5. TARTIġMA 

AFB1 buğday, mısır ve kuruyemiĢ gibi çeĢitli tarım ürünlerinde bulunmakta, kontamine 

besinlerin tüketimi sonucu insanlar ve hayvanlar üzerinde birçok yan etkiye neden 

olabilmektedir (Mohajer ve ark., 2021). Bu toksinin hepatotoksik (Gerdemann ve ark., 

2023), nörotoksik (Adedara ve ark., 2023), mutajenik (Moore ve ark., 2018), teratojenik 

(Lauer ve ark., 2019), immünojenik (Wang ve ark., 2023), genotoksik (Budin ve ark., 

2021) ve karsinojenik (Costa ve ark., 2021)  etkilere sahip olduğu rapor edilmiĢtir. 

Küresel çapta AFB1‟in toksik etkilerinin yaygın olmasından kaynaklı olarak bu konuda 

yapılan çalıĢmalar hız kazanmıĢtır. Güncel çalıĢmalar ele alındığında, AFB1 

maruziyetinin karaciğer hasarı, üreme sistemi ve fetal geliĢim üzerindeki etkilerine 

odaklanılmıĢtır (da Silva ve ark., 2021; Fasihi-Ramandi ve ark., 2023). Deney 

hayvanlarıyla yapılan çalıĢmalarda AFB1 maruziyetinin oksidatif stresi, apoptozu ve 

inflamatuar yanıtı indükleyerek (Limaye ve ark., 2018) hepatositler, kupffer ve 

karaciğer yıldızsı hücrelerin histolojik yapısına zarar verdiği belirlenmiĢtir (da Silva ve 

ark., 2021). Diğer taraftan, maruziyet dozuna bağlı olarak testislerde biriken AFB1‟in 

spermatogenezin inhibisyonu, sperm anormallikleri ve testiküler atrofiye sebep 

olabileceği ifade edilmiĢtir (Ortatatli ve ark., 2002). Bununla birlikte, oositlerin 

matürasyonu ve embriyo oluĢturma yeteneklerini azaltarak diĢi üreme sistemi üzerinde 

olumsuz etkilere yol açabileceği ileri sürülmüĢtür (Jiang ve ark., 2019). Ġnsanlar 

üzerinde yapılan çalıĢmalarda ise AFB1 ile kontamine besinlerin tüketimi sonucu 

karaciğer, böbrek, beyin ve üreme sistemi üzerinde toksik etkiler görülmüĢtür (Aljazzar 

ve ark., 2023; He ve ark., 2023). Fakat AFB1‟in bağırsak dokusu ve metabolizması 

üzerindeki etkilerini araĢtıran sınırlı sayıda çalıĢma bulunmaktadır. Diğer taraftan, 

aflatoksikozis kaynaklı yan etkilerin azaltılması ve önlenmesi için biyolojik 

detoksifikasyon yöntemleri geliĢtirilmektedir. Bu çalıĢmalarda probiyotikler (Emadi ve 
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ark., 2022) ve antioksidan özelliğe sahip kurkumin, yeĢil çay ekstraktı ve resveratrol 

gibi maddeler (Alm-Eldeen ve ark., 2015) detoksifikasyon ajanı olarak kullanılmıĢtır. 

Yapılan çalıĢmalar antioksidanların aflatoksikozisin yan etkilerini azalttığını gösterse de 

bağırsak dokusundaki metabolik değiĢiklerin önlenmesine yönelik yeterli çalıĢma 

olmaması literatürdeki eksiklikler arasındadır. Buna ek olarak, yapısında çok sayıda 

antioksidan bileĢiği bulunduran propolisin AFB1 maruziyetinin neden olduğu oksidatif 

stres, bağırsak doku hasarı ve disbiyozunu araĢtıran herhangi bir çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır.  

Yapılan bu çalıĢmada ilk kez düĢük doz AFB1 (25 mcg/kg/gün) uygulaması sonucu 

propolis takviyesinin koruyucu etkisi kapsamlı bir Ģekilde araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmada 

öncelikle düĢük doz AFB1 uygulaması ve propolis takviyesinin oksidatif stres üzerine 

etkileri biyokimyasal yöntemler ile bağırsak mikrobiyota kompozisyonuna etkileri ise 

16S rRNA metagenom dizileme yöntemleri kullanılarak araĢtırılmıĢtır.  

5.1.Ratlarda Vücut Ağırlığı DeğiĢimi ile Ġlgili Bulguların Değerlendirilmesi 

AFB1 lipogenezi ve protein sentezini inhibe ederek karaciğer disfonksiyonuna ve 

anoreksiyaya neden olabilmektedir (Abbasi ve ark., 2018). AFB1‟in leptin seviyesini 

düĢürerek, kortizol ve interlökin-6 üretimini azalttığı gösterilmiĢtir. ÇalıĢmalarda, 

günlük 200 mcg/kg (Wang ve ark., 2010) ve 4 mg/kg (Hernandez‐Mendoza ve ark., 

2011) AFB1 uygulanan ratların daha düĢük leptin seviyesine sahip olduğu, bunun da 

besin alımını azaltarak enerji dengesini ve vücut ağırlığını modüle ettiği ortaya 

koyulmuĢtur. Ayrıca, AFB1 sindirim enzimlerinin aktivitelerini etkileyerek 

malabsorbsiyona neden olduğu ifade edilmiĢtir (He ve ark., 2019). Bununla birlikte, 

propolisin vücut ağırlığı, leptin seviyesi ve adipozite üzerine etkileri araĢtırılmaktadır 

(Cardinault ve ark., 2020). Yüksek yağlı diyetle beslenen deney hayvanlarında 

propolisin (%0.5 propolis/yem oranı) Peroksizom Proliferatör Aktive Edici Reseptör 

Gama (PPARγ) aktivitesini inhibe edici ve trigliserit emilimini azaltıcı etkiler gösterdiği 

ve böylece ağırlık kaybı sağladığı belirtilmiĢtir (Ichi ve ark., 2009). Yapılan bir diğer 

çalıĢmada, Anadolu propolisi (%0.005 propolis/yem oranı) alan deney hayvanlarında 

kontrol grubuna kıyasla belirgin bir Ģekilde ağırlık kaybı gözlenmiĢtir (Seven ve Seven, 

2008). Bunun aksine, diyabet modeli oluĢturulan deney hayvanlarında propolis 



 

57 

 

takviyesinin (100 mg/kg vücut ağırlığı) ağırlık kazanıma önemli bir etkisi tespit 

edilmemiĢtir (Kitamura ve ark., 2013).  

Bu çalıĢmada rastgele grup dağılımı yapılan ratlara oral gavaj yoluyla 28 gün boyunca 

günlük 25 mcg/kg AFB1 uygulaması ve 250 mg/kg propolis takviyesi yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmanın baĢında KON grubunun ortalama vücut ağırlığı AFB1+PRO grubundan 

(p=0,001); çalıĢmanın sonunda ise diğer tüm gruplardan anlamlı olarak daha yüksek 

bulunmuĢtur (p<0,001). AFB1, PRO ve AFB1+PRO gruplarının ise son vücut ağırlığı 

ortalamaları arasında anlamlı bir farklılık saptanmamıĢtır (p>0,05) (Tablo 4.1). KON 

grubunun baĢlangıç vücut ağırlığı ortalamasının diğer gruplardan daha yüksek; 

AFB1+PRO grubunun daha düĢük olmasına bağlı olarak çalıĢmanın sonunda da benzer 

sonuçlar elde edilmiĢtir. Mevcut çalıĢmada deney gruplarının ortalama vücut ağırlıkları, 

vücut ağırlığı kazanımları ve BKĠ değerleri karĢılaĢtırılmıĢtır. KON grubunun ortalama 

vücut ağırlığı ve BKĠ değeri diğer gruplara kıyasla anlamlı olarak daha yüksek 

bulunmuĢtur (p<0,001) (Tablo 4.2). Buna ek olarak, AFB1+PRO grubunun ortalama 

vücut ağırlığının diğer gruplara göre daha düĢük; KON grubunun ise daha yüksek 

seyrettiği görülmüĢtür (p<0,001) (ġekil 4.1.a). Deney süresince vücut ağırlığı kazanımı 

en yüksek KON grubunda, en düĢük ise PRO grubunda kaydedilmiĢtir. KON grubunda 

ağırlık kazanımının diğer gruplara göre daha fazla olması, AFB1 ve propolisin ağırlık 

kazanımını azalttığını göstermektedir. Bu da AFB1 ve propolisin açlık-tokluk sinyalleri 

ve metabolik yolaklar üzerinde olası etkinliğini akla getirmektedir.  Ratlar üzerinde 

yapılan bir çalıĢmada haftada bir kez 300 mcg/kg AFB1 uygulaması sonucu oreksijenik 

özelliğe sahip bir nöropeptit olan sekretogranin II ekspresyonunda ve vücut ağırlığı 

kazanımında azalma kaydedilmiĢtir (Trebak ve ark., 2015). Ancak, propolisin iĢtah 

üzerindeki etkilerine iliĢkin spesifik bir bilgi mevcut değildir. Deneysel olarak meme 

kanseri modeli oluĢturulan ratlarda propolis takviyesi (200 mg/1 ml mısır yağı) yem 

tüketimini arttırarak vücut ağırlığı profilini iyileĢtirmiĢtir (Kusnul ve ark., 2019). Diğer 

taraftan, non-alkolik karaciğer yağlanması olan bireylere uygulanan propolis 

takviyesinin (510 mg/gün) hastalarda serum lipit profilini düzenlediği, inflamatuar 

sitokin seviyesini azalttığı ve vücut ağırlığı kaybı sağladığı görülmüĢtür (Nikbaf-

Shandiz ve ark., 2022). Bu çalıĢmada AFB1 uygulaması ve propolis takviyesi vücut 

ağırlığı kazanımını azaltmıĢtır ancak bu azalma istatistiksel açıdan anlamlı değildir 

(p>0,05) (Tablo 4.2). Literatürdeki çalıĢmalardan yola çıkarak daha yüksek dozlarda 
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AFB1 ve propolisin uygulanmasının vücut ağırlığı kazanımı üzerinde belirgin bir 

azalma sağlayabileceği düĢünülmektedir. Buna ek olarak, aflatoksin intoksikasyonu ve 

propolisin açlık tokluk metabolizmasına etkileri oreksijenik ve anoreksijenik faktörler 

açısından araĢtırılmalıdır.  

5.2.Biyokimyasal Bulguların Değerlendirilmesi 

AFB1 memelilerde ve kümes hayvanlarında bağıĢıklık sistemini olumsuz yönde 

etkilemekte ve bunun sonucunda inflamasyona, apoptoza, kanser türlerine ve mutasyona 

neden olabilmektedir (Diaz ve Murcia, 2019; Zhou ve ark., 2019). Besinlerle veya 

solunum yoluyla alınan AFB1, metabolize edilmesi için karaciğere taĢınmaktadır. 

Burada faz I enzimleri olarak bilinen CYP450 enzim ailesi (CYP1A2, CYP3A4, 

CYP2A6 vb.) tarafından bir dizi oksidasyon reaksiyonları gerçekleĢtirilmektedir 

(Dohnal ve ark., 2014).  Reaksiyonlar sonunda ROS oluĢumuna neden olan ve oksidatif 

özelliğe sahip AFQ1, AFB1a, AFP1, AFM1 ve AFBO metabolitleri oluĢmaktadır. Bu 

metabolitler idrarla ve feçesle vücuttan atılmaktadır. Ancak AFBO‟nun tamamı 

vücuttan uzaklaĢtırılmamaktadır. SOD, CAT, GSH-Px gibi çeĢitli antioksidan enzimler 

kalan AFBO‟yu inaktif hale getirmekte ve vücuttan atılmasını sağlamaktadır. 

Antioksidan enzim kapasitesinin yetersiz olması durumunda AFBO dokulardaki DNA 

ve protein yapısına zarar vererek toksisiteye neden olmaktadır (Cao ve ark., 2022).  

Organizmada antioksidan savunma sistemlerinin zayıf olması AFB1 kaynaklı serbest 

radikallerin oluĢumunu tetiklemektedir. Böylece AFB1, karaciğerde hasara ve lipit 

peroksidasyonuna neden olmaktadır (Adedara ve ark., 2010; Eraslan ve ark., 2005). 

Diğer taraftan, hücre ve dokularda tiyollerin hücresel sülfidril formlarının eĢ zamanlı 

olarak tükenmesi ile bazı antioksidan enzim aktivitelerinde azalma olmaktadır 

(Gagliano ve ark., 2006). Yapısında sülfidril bulunan GSH, oksidatif stresin erken 

biyolojik belirteci olarak kabul edilen enzimatik olmayan bir antioksidandır (Liu ve 

ark., 2022). GST‟nin aracılık ettiği aktif AFB1'in GSH ile konjugasyonu, bu toksinin 

detoksifikasyonunda ve atılımında çok önemli bir süreçtir (Murcia ve Diaz, 2021). 

Bununla ilgili olarak, AFB1'i aktive etmek için faz I karaciğer enzimleri; AFB1 ve 

toksik metabolitlerini detoksifiye etmek için zayıf faz II - GST enzim etkileĢimine 

ihtiyaç vardır (Klein ve ark., 2002). Bununla birlikte, AFB1 temel olarak MDA 
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düzeylerinde bir artıĢa neden olmaktadır ve bu da CAT, GSH-Px ve SOD gibi enzimatik 

antioksidanlarda azalmaya yol açabilmektedir (Damiano ve ark., 2022). 

AFB1 ile kontamine besinlerin ve yemlerin tüketilmesi hastalıklara karĢı direncin 

azalması ve bağıĢıklık sisteminin zayıflamasına neden olmaktadır. Ġnsanlarda AFB1 ile 

kontamine besinlerin tüketilmesi sonucu karaciğerdeki oksidatif hasara bağlı olarak 

sarılık, abdominal ağrı, kusma ve asit gibi yan etkiler ve ölüm görülebilmektedir 

(Kamala ve ark., 2018; Lewis ve ark., 2005). Tanzanya‟da 68 kiĢi ile yürütülen bir 

çalıĢmada ölümlerin %30‟unun AFB1 ile kontamine mısır tüketimine bağlı olduğu 

belirlenmiĢtir (Kamala ve ark., 2018). Yapılan in vivo ve in vitro çalıĢmalarda 

aflatoksinlerin oksidatif hasara yol açtığı rapor edilmiĢtir (Rotimi ve ark., 2019). Buna 

örnek olarak, dört hafta boyunca 100 mcg/kg AFB1‟e maruz kalan broylerlerin vücut 

ağırlığında, antioksidan enzimlerin kapasitesinde (SOD, CAT, GST, GSH-Px) ve TAS 

düzeyinde azalma, MDA düzeyinde ise artıĢ görülmüĢtür (Guo ve ark., 2021). Benzer 

bir çalıĢmada serum antioksidan kapasitesinin (CAT, GSH, GSH-Px) azaldığı, lipit 

peroksidasyonu (MDA) ve DNA hasarının (8-OHdG) arttığı belirlenmiĢtir (Sun ve ark., 

2016). AFB1 ve metabolitleri karaciğerde metabolize edilmektedir ve bu sırada hücre 

fonksiyonları üzerinde bazı değiĢikliklere neden olmaktadır. Özellikle akut olarak 

AFB1‟e maruziyet karaciğerde oksidatif mitokondriyal hasara yol açmaktadır (Rotimi 

ve ark., 2019). Akut olarak AFB1‟e (1 mg/kg) maruz kalan ratlarda GSH, GST, GR, 

GSH-Px, MDA ve nitrik oksit düzeylerinde belirgin artıĢ gözlenmiĢtir (Rotimi ve ark., 

2019). Yedi gün boyunca çok yüksek dozlarda (9 mg/kg) AFB1 uygulanan farelerde 

kontrol grubuna kıyasla GSH, GST ve CAT düzeylerinde azalma, lipit 

peroksidasyonunda (MDA) artıĢ görülürken; SOD ve C vitamini düzeylerinde ise 

değiĢiklik olmamıĢtır (Adedara ve ark., 2010).  

Bu çalıĢmada ratlara uygulanan düĢük doz AFB1‟in oksidatif stres ve antioksidan 

kapasite üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla SOD, CAT ve GSH-Px enzim 

aktiviteleri ile MDA, TAS ve GSH düzeyleri incelenmiĢtir. Dört haftalık süre boyunca 

AFB1 uygulanan ratların serumlarında SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri KON 

grubuna kıyasla anlamlı olarak daha düĢük bulunmuĢtur. Lipit peroksidasyonunun 

göstergesi olan MDA düzeyi KON grubu ile benzerlik göstermiĢtir. Bununla birlikte en 

düĢük TAS düzeyine sahip grubun AFB1 uygulanan grup olduğu belirlenmiĢtir (Tablo 

4.3). ÇalıĢmada TAS düzeyinin ve antioksidan enzim aktivitelerinin düĢük bulunması, 
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düĢük doz AFB1 maruziyetine bağlı olarak hücresel savunma mekanizmalarının 

tehlikeye girdiğinin bir göstergesi olabilir. Antioksidan kapasitede ve savunma 

mekanizmalarındaki azalma AFB1 metabolitlerinin detoksifiye edilmesini geciktirebilir 

ve ROS oluĢumuna yol açabilir (Cao ve ark., 2022). Bu da dokularda oksidatif hasarın 

artması ve metabolik iĢlevlerin bozulması ile sonuçlanabilir. Diğer taraftan, MDA 

düzeyinde anlamlı bir değiĢikliğin görülmemesi, uygulanan AFB1‟in lipit 

peroksidasyonu üzerinde değiĢiklik yaratmayacak dozda olmasından kaynaklanabilir. 

Ġleri çalıĢmalarda oksidatif stres hasarına yönelik kapsamlı deney planları yapılarak 

AFB1‟in oksidatif ve metabolik etkileri moleküler düzeyde araĢtırılmalıdır.  

Aflatoksinleri elimine etmek için çeĢitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yöntemler 

keĢfedilmiĢtir (Jobe ve ark., 2023). Deneysel modellerde aflatoksikozisi iyileĢtirmesi 

gerekçesiyle fitokimyasalların kullanımı önerilmektedir (Vipin ve ark., 2017). 

Fitokimyasallar gen ekspresyonunu, enzimatik aktiviteleri, aflatoksin aktivasyonunu ve 

detoksifikasyonunu düzenlemektedir (Kulanthaivel ve ark., 2012; Leone ve ark., 2017). 

Bunun yanı sıra, berberin, kuarsetin, kateĢin ve kurkumin gibi fitokimyasallar 

antioksidan özellikleri nedeniyle oksidatif stres ile indüklenmiĢ hücre hasarına karĢı 

koruyucu etki göstermektedir (Bratovcic, 2020). Antioksidan özelliği ile bilinen 

kurkumin (200 mg/kg/gün), siyah çayla (%2) birlikte AFB1‟e (25 mcg/kg/gün) maruz 

kalan ratlara uygulandığında serumdaki SOD, CAT, GSH-Px ve TAS aktivitelerinin 

yükseldiği gözlenmiĢtir (El‐Mekkawy ve ark., 2020). Benzer Ģekilde likopen (5 

mg/kg/gün) (Karaca ve ark., 2021) ve resveratrol (60 mg/kg/gün) (Omur ve ark., 2019) 

takviyesinin AFB1‟in neden olduğu lipit peroksidasyonunu (MDA) azalttığı; GSH, 

CAT, SOD ve GSH-Px aktivitesini ise arttırdığı belirlenmiĢtir. Yüksek doz AFB1 

uygulamasının (1 mg/kg/gün) hepatosit hasarına etkisini araĢtıran bir çalıĢmada, 

astaksantin takviyesinin SOD ekspresyonunu arttırarak hepatositleri oksidatif hasara 

karĢı koruduğu rapor edilmiĢtir (Monmeesil ve ark., 2019).  

Bu çalıĢmada LC-MS/MS analizi yapılan ve içinde resveratrol, gallik asit, siyanidin, 

klorojenik asit, kateĢin, vanilik asit, hesperidin, ferulik asit, kuarsetin, apigenin ve krisin 

gibi fitokimyasalları içeren Anadolu propolisi kullanılmıĢtır. Propolisin içerdiği 

antioksidan bileĢikler sayesinde, nükleer faktör-kappa B (NF-κB) yolağını regüle ederek 

inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttığı bilinmektedir (Malekahmadi ve ark., 2023). 

Propolisin antioksidan etkilerini değerlendirmek için bazı çalıĢmalar yapılmıĢtır. 
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Afsharpour ve ark. (2019) tarafından Tip 2 diyabetli (T2DM) hastalar üzerinde yapılan 

bir çalıĢmada 8 hafta boyunca günlük 1500 mg/kg Ġran propolisi takviyesinin TAS 

düzeyini, GSH-Px ve SOD aktivitelerini arttırdığı belirlenmiĢtir. Çin‟de yapılan baĢka 

bir çalıĢmada 18 hafta boyunca günlük 900 mg/kg alınan Brezilya propolisi takviyesinin 

GSH düzeyini yükseltmesine rağmen, MDA düzeyi, GSH-Px ve SOD aktiviteleri 

üzerinde önemli bir etkisi bulunmamıĢtır (Zhao ve ark., 2016). ÇeĢitli kimyasallar 

kullanılarak oksidatif stres modeli oluĢturulan deneysel çalıĢmalarda, propolisin 

antioksidan enzim aktivitelerini arttırdığı ve lipit peroksidasyonunu azalttığı rapor 

edilmiĢtir (Demir ve ark., 2023; El-Amawy ve ark., 2023; Laaroussi ve ark., 2021). 

Mevcut çalıĢmada AFB1 ile indüklenen toksisite üzerinde propolisin oksidatif hasara 

karĢı koruyucu etkisi incelenmiĢtir. Buna göre, dört hafta boyunca günlük 250 mg/kg 

propolis takviyesinin serumdaki TAS seviyesini KON ve AFB1 uygulanan gruba göre 

anlamlı olarak arttırdığı belirlenmiĢtir. Aynı zamanda AFB1+PRO grubunun GSH-Px 

aktivitesi KON grubu ile benzer olup, AFB1 grubundan önemli derecede yüksek 

bulunmuĢtur. Ratların SOD ve CAT aktiviteleri incelendiğinde propolis alan grupların 

(PRO ve AFB1+PRO) sonuçları AFB1 grubundan yüksek olmasına rağmen bu fark 

anlamlı değildir. Diğer taraftan, serum MDA ve GSH düzeyleri bakımından gruplar 

arasında anlamlı bir farklılık gözlenmemiĢtir (Tablo 4.3). Elde edilen sonuçlar, 

antioksidan kapasiteyi ve antioksidan enzimlerin aktivitesini arttırması nedeniyle 

propolisin AFB1 kaynaklı oksidatif strese karĢı koruyucu bir takviye olabileceğini 

destekler niteliktedir. Literatürde aflatoksikozis durumunda uygulanan propolis 

takviyesine iliĢkin çok az sayıda çalıĢma bulunmaktadır. Yilmaz ve ark. (2020) 

tarafından yapılan bir çalıĢmada AFB1‟e maruz kalan ratlarda propolis takviyesinin 

CAT aktivitesi ve GSH düzeyini arttırdığı, MDA düzeyini ve hepatotoksisiteyi azalttığı 

belirlenmiĢtir. Böylece propolisin AFB1 ile indüklenen oksidatif stresi ve 

hepatoksisiteyi önleyici doğal bir ajan olabileceği ileri sürülmüĢtür. Bu sonuçlar, 

çalıĢmamızdan elde edilen bulgular ile uyumlu bulunmuĢtur.  
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Tablo 5.1. Ratlarda antioksidan uygulamalarının AFB1 toksisitesi üzerindeki etkilerini 

gösteren çalıĢmalar 

No  ÇalıĢma düzeni Sonuç ölçütleri Temel bulgular  Kaynak 

1 Kontrol: DMSO 

AFB1: 1 mg/kg/gün 

Astaksantin+AFB1: 5 

mg/kg ve 1 mg/kg/gün 

Astaksantin 2 +AFB1: 

100 mg/kg ve 1 

mg/kg/gün 

n=20 

Süre: 7 gün 

 

Amaç: AFB1 ile 

indüklenmiĢ toksisitede 

astaksantinin 

hepatoprotektif ve 

oksidatif strese etkisinin 

incelenmesi.  

Yöntem: Histopatolojik- 

immünohistokimyasal 

analizler ve ROS 

kaynaklı hücre hasarına 

karĢı antioksidatif etki 

gösteren SOD 

aktivitesinin belirlenmesi. 

-AFB1 uygulanan grupta 

hepatositlerde vakuoler 

dejenerasyon, nekroz, megalositoz, 

binükleasyon saptanmıĢtır. 

-Astaksantin uygulanan gruplarda 

patolojik değiĢikliklerde azalma 

görülmüĢtür. 

-Yüksek doz astaksantin uygulanan 

grupta SOD ekspresyonu anlamlı 

olarak yüksek bulunmuĢtur. 

-Yüksek doz astaksantin 

takviyesinin SOD ekspresyonunu 

arttırarak AFB1‟in neden olduğu 

hepatosit hasarını önlediği 

belirtilmiĢtir. 

(Monmeesil 

ve ark., 2019) 

2 G1: Kontrol 

G2: Zeytinyağı 

G3: Siyah çay 

G4: Kurkumin 

G5: Zeytinyağında 

çözdürülmüĢ AFB1 25 

mcg/kg/gün 

G6: AFB1+siyah çay 

(%2) 

G7: AFB1+kurkumin 

(200 mg/kg/gün) 

G8: Siyah çay + 

kurkumin 

n=48  

Süre: 90 gün 

Amaç: Siyah çay ve 

kurkuminin AFB1‟e karĢı 

etkinliğinin 

değerlendirilmesi. 

Yöntem: Hepatorenal 

histopatoloji ve serum 

SOD, CAT, GSH-Px ve 

TAS düzeylerinin 

belirlenmesi. 

-AFB1 karaciğer ve böbrekte 

histopatolojik değiĢikliklere neden 

olmuĢtur. 

-Siyah çay ve kurkumin birlikte 

uygulandığında SOD, CAT, GSH-

Px ve TAS düzeyleri daha yüksek 

bulunmuĢtur. 

(El‐Mekkawy 

ve ark., 2020) 

3 Kontrol: 7 rat 

Likopen: 7 rat, 15 gün 

boyunca 5 mg/kg/gün  

AFB1: 10 rat, 7 gün 

boyunca, 0,5 

mg/kg/gün 

AFB1+likopen: 10 rat, 

15 gün, 0,5 mg/kg/gün 

ve 5 mg/kg/gün 

n=34 

Amaç: AFB1‟e karĢı 

likopen takviyesinin 

karaciğer hasarı ve 

oksidatif strese etkisinin 

belirlenmesi. 

Yöntem: Biyokimyasal 

analizler kullanılarak 

karaciğer dokusunda 

MDA, GSH, CAT, SOD, 

GSH-Px ve GST 

düzeylerinin 

araĢtırılması. 

-AFB1‟e maruz kalan grupta MDA 

yüksek; 

GSH, SOD ve CAT düzeyleri düĢük 

bulunmuĢtur. 

-Oksidatif stres parametreleri 

likopen takviye edildiğinde kontrol 

grubuyla benzer bulunmuĢtur. 

-AFB1 maruziyeti doku hasarına 

neden olmuĢtur. 

(Karaca ve 

ark., 2021) 

4 Kontrol 

AFB1: 7,5 mcg/kg/gün 

Resveratrol: 60 mg/kg 

AFB1+Resveratrol: 7,5 

mcg/kg/gün+ 60 mg/kg 

n=28 

Süre: 16 gün 

Amaç: AFB1‟e karĢı 

resveratrolün 

spermatolojik hasar 

üzerine etkilerinin 

araĢtırılması. 

Yöntem: Testislerde 

histopatolojik 

değiĢiklikler ve oksidatif 

stres parametreleri GSH, 

MDA, CAT, GPX ve 

SOD düzeylerinin 

araĢtırılması.  

-AFB1 spermatogenik hücrelerde 

nekroza ve dejenerasyona neden 

olmuĢtur. 

-AFB1‟e maruz kalan ratlarda MDA 

düzeyi yüksek, SOD, CAT, GSH-Px 

ve GSH düzeyleri düĢük 

bulunmuĢtur. 

-Resveratrol takviye edildiğinde 

antioksidan enzimlerin aktivitesi 

yükselmiĢ ve kontrol grubuyla 

benzer bulunmuĢtur. 

(Omur ve 

ark., 2019) 
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5.3.Mikrobiyota Analizi ile Ġlgili Bulguların Değerlendirilmesi 

Bağırsak mikrobiyotasındaki biyoçeĢitlilik, ekosistemin istikrarının yanı sıra ekolojik 

iĢlevine de katkıda bulunarak dengeli bir ekosistemin korunmasında önemli bir rol 

oynamaktadır (Gong ve ark., 2016). Bağırsak mikrobiyota kompozisyonunun 

incelenmesinde yaygın olarak alfa çeĢitlilik ve beta çeĢitlilik indeksleri 

kullanılmaktadır. Alfa çeĢitlilik indeksleri, tek bir mikrobiyal toplulukta (grup veya 

örnek) kaç türün bulunduğunu (zenginlik) ve bu türlerin ne kadar dengeli dağıldığını 

(düzgünlük) göstermektedir (Pennycook ve Scanlan, 2021). Diğer bir çeĢitlilik türü olan 

beta çeĢitlilik indeksleri, farklı mikrobiyal topluluklar (gruplar veya örnekler) arasındaki 

tür çeĢitliliğinin belirlenmesinde kullanılmaktadır. Bu sayede, farklı deney gruplarına ait 

bağırsak mikrobiyotası örnekleri heterojenlik esas alınarak karĢılaĢtırılmaktadır 

(Pennycook ve Scanlan, 2021). 

Gözlemlenen OTU sayılarına göre bir örneğin zenginliği ve göreceli bollukları alfa 

çeĢitlilik indeksleri kullanılarak hesaplanmaktadır. Alfa çeĢitlilik indeksleri arasında yer 

alan Chao1 indeksi, bir topluluktaki türlerin sayısını tahmin etmek için kullanılır ve 

nadir olarak bulunan türlerin sayısı hakkında bilgi verir. Bu özellikleri ile Chao1 indeksi 

düĢük bolluğa sahip türlerin belirlenmesine daha iyi olanak sağladığından, eksik türlerin 

sayısını tahmin etmek için kullanıĢlı bir biyoinformatik yöntemdir (Chao, 1984). 

Gözlemlenen baskın ve nadir türlerin toplamı ise ACE indeksi kullanılarak 

hesaplanmaktadır. Bu yöntem ile örnekte 10'dan fazla üye içeren türler bol tür, 10'dan 

az üye içeren türler ise nadir tür olarak tanımlanmaktadır (Hughes ve ark., 2001). 

Toplulukta bulunan türlerin sayısal olarak değerlendirilmesine ek olarak Shannon ve 

Simpson yöntemleri, topluluğun zenginliği ve dengeli dağılımı hakkında bilgi 

vermektedir. Göreceli bolluklar göz önüne alındığında, bu çeĢitlilik indeksleri hem tür 

zenginliğini hem de farklı türler arasındaki dağılımının eĢitliğini açıklamaktadır. 

Bununla birlikte, her iki çeĢitlilik indeksinin de kendine özgü yanları vardır. Shannon 

indeksi tür zenginliğine daha fazla ağırlık verirken, Simpson indeksi ölçümünde tür 

zenginliğinden çok türlerin dengeli dağılımı ifade edilmektedir (Kim ve ark., 2017).  

AFB1 maruziyetinin bağırsak mikrobiyotasında disbiyoza neden olarak bakteriyel tür 

çeĢitliliğini azalttığı yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Grosu ve ark., 2019; Wang ve 

ark., 2016a; Zeng ve ark., 2018). Bu çalıĢmada, standart diyet ile beslenip herhangi bir 
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müdahalenin yapılmadığı ve böylece disbiyoz tablosunun oluĢmadığı KON grubuna ait 

tür zenginliğinin AFB1‟e maruz kalan deney gruplarından daha fazla olması beklenen 

bir sonuçtur. Ancak AFB1 grubunda gözlemlenen tür sayısı istatistiksel öneme sahip 

olmasa da KON grubuna kıyasla daha yüksek bulunmuĢtur. Literatürde bulunan güncel 

çalıĢmalarda AFB1‟e maruz kalan deney hayvanlarında gözlemlenen tür sayısı ve 

zenginliğinin kontrol grubundan daha yüksek olduğu veya benzerlik gösterdiği 

belirlenmiĢtir. Ye ve ark. (2023) çalıĢmasında 28 gün boyunca standart diyet alan 

farelere oral gavaj ile 0,05 ng/g AFB1 uygulanmıĢtır. ÇalıĢma sonunda gözlemlenen 

bakteriyel tür sayısı ve ACE indeks değeri bakımından AFB1 uygulanan ve kontrol 

grubu arasında anlamlı bir farklılık saptanmamıĢtır. Liew ve ark. (2019) tarafından 

yapılan bir çalıĢmada beĢ gün boyunca 25 mcg/kg/gün AFB1 uygulaması sonucu Chao1 

ve Shannon indeks değerlerinde kontrol grubuna kıyasla önemli bir değiĢiklik 

görülmemiĢtir. AFB1 dozunun tür zenginliği ve çeĢitliliğine etkisini araĢtıran baĢka bir 

çalıĢmada AFB1 dozu arttıkça (100 mcg, 500 mcg ve 1000 mcg/kg gün) tür zenginliğini 

gösteren Chao1 ve ACE indeksleri ile türlerin dağılımını gösteren Shannon ve Simpson 

indekslerinde artıĢ kaydedilmiĢtir (Peng ve ark., 2022). Literatürdeki çalıĢmalarla 

uyumlu olarak bu çalıĢmada AFB1 grubunun ACE ve Shannon indeks değerleri KON 

grubuna göre anlamlı olarak daha yüksek; Chao1 ve Simpson indeks değerleri ise 

benzer bulunmuĢtur (ġekil 4.3). AFB1 maruziyetinden sonra bakteriyel tür zenginlik ve 

çeĢitlilik değerlerinin modülasyonu amacıyla bazı yöntemler geliĢtirilmiĢtir (Afshar ve 

ark., 2020). Bu yöntemler arasında Ģüphesiz probiyotikler önemli bir yere sahiptir 

(Huang ve ark., 2017). Probiyotik bakterilerin biyoadsorbsiyon ve biyodegredasyon 

yoluyla AFB1‟in uzaklaĢtırılmasında görev aldığı belirtilmektedir (Afshar ve ark., 

2020). Bu çalıĢmada ilk defa AFB1‟e maruz bırakılan ratlara propolis takviyesi 

yapılarak bakteriyel çeĢitlilik ve bağırsak mikrobiyota kompozisyonundaki değiĢim 

araĢtırılmıĢtır. Ratlara uygulanan propolis takviyesi (PRO) sonucu gözlemlenen tür 

sayısı, Chao1, ACE ve Simpson indeks değerleri istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde 

artmıĢtır. Öte yandan, Shannon indeks değerinin KON grubuna göre yüksek olmasına 

rağmen bu fark anlamlı değildir (ġekil 4.3). Diyabetik ratlar üzerinde yapılan bir 

çalıĢmada dört hafta boyunca günlük 240 mg/kg propolis uygulamasının bakteriyel 

zenginlik (Chao1 ve gözlemlenen tür sayısı) üzerinde etkili değilken, çeĢitliliği 

(Simpson ve Shannon) arttırdığı saptanmıĢtır (Xue ve ark., 2019). Bunun aksine dokuz 
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hafta boyunca günlük 150 mg/kg Çin propolisi takviyesi yüksek yağlı diyetle beslenen 

farelerde bakteriyel zenginliği ve çeĢitliliği etkilememiĢtir (Zheng ve ark., 2020). 

Mevcut çalıĢmada, AFB1+PRO grubuna ait alfa çeĢitlilik indeks değerleri KON grubu 

ile benzerlik göstermiĢtir. Bu durum propolis takviyesinin bakteriyel tür zenginlik ve 

çeĢitlilik değerlerinde belirgin artıĢ sağlayarak bağırsak mikrobiyotası üzerinde etkili 

olduğunu göstermektedir. Diğer taraftan, AFB1 ile birlikte propolis takviyesi 

yapıldığında PRO grubuna kıyasla bakteriyel tür çeĢitliliğinde azalma olsa da KON 

grubu ile benzer bulunmuĢtur. Dolayısıyla AFB1‟e maruz kalan ratlara propolis 

takviyesi uygulandığında bakteriyel zenginliğin ve çeĢitliliğin düzenlenmesine yardımcı 

olabileceği düĢünülmektedir. 

Deney grupları arasında bağırsak mikrobiyota kompozisyonunun değerlendirilmesi için 

Bray-Curtis benzeĢmezlik indeksi, Ağırlıksız ve Ağırlıklı Unifrac uzaklığı 

kullanılmaktadır. Beta çeĢitliliğe ait olan bu yöntemler, bakteriyel tür çeĢitliliğinin bir 

deney grubundan diğerine değiĢimini ölçmektedir. Bray-Curtis benzeĢmezlik indeksi, 

deney grupları arasındaki filogenetik topluluk farkını belirleyebilmek için bakteri 

çeĢitliliği ve göreceli bolluğu hakkında bilgi vermektedir. Unifrac uzaklığı, bakteriyel 

toplulukları mesafe ölçümüne göre karĢılaĢtırmaktadır. UniFrac, gözlemlenen bakteriyel 

türler arasındaki filogenetik uzaklıkları hesaplayarak topluluk üyelerinin göreceli 

bolluğuna iliĢkin verileri içermektedir. Ağırlıksız Unifrac filogenetik uzaklığı 

belirtirken, ağırlıklı Unifrac bolluk sayımlarıyla ağırlıklandırılmıĢ baskın türlerin 

filogenetik uzaklığı gösterilmektedir. Filogenetik uzaklığa bağlı olarak geliĢtirilen bu 

yöntemler boyut indirgeme yöntemleri (PCoA) kullanılarak görselleĢtirilmektedir 

(Plantinga ve ark., 2019).  

Bu çalıĢmada beta çeĢitlilik Ağırlıksız Unifrac uzaklığı, Ağırlıklı Unifrac uzaklığı ve 

Bray-Curtis benzeĢmezlik indeksi kullanılarak değerlendirilmiĢtir. Ağırlıksız Unifrac 

uzaklıklarına iliĢkin temel koordinat analizine göre, KON ve AFB1+PRO grubunun 

diğer deney gruplarından ayrıĢarak küme oluĢturduğu görülmüĢtür (ġekil 4.5). Ancak 

deney grupları arasında türlere ait göreceli bollukların birbirinden ayrıĢmadığı ve 

benzerlik gösterdiği Ağırlıklı Unifrac uzaklıkları sonucunda belirlenmiĢtir (ġekil 4.6). 

Bununla birlikte Bray-Curtis benzeĢmezlik indeksine dayanan temel koordinat analizi 

sonuçları Ağırlıksız Unifrac uzaklıklarına paralel olup, KON ve AFB1+PRO 

gruplarındaki ratlarda bakteriyel topluluklarının, AFB1 ve PRO gruplarındaki ratlara 
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göre birbirine nispeten daha yakın bulunmuĢtur (ġekil 4.7). Ayrıca, bu gruplar, PC2 ile 

gösterildiği gibi, farklı kümelere ayrılmıĢtır. Dolayısıyla, aflatoksin maruziyeti ve 

propolis takviyesi ratlarda bağırsak mikrobiyotası topluluk yapısını değiĢtirmiĢtir. 

ÇalıĢmamızın yöntemine benzer Ģekilde planlanan bir çalıĢmada dört hafta boyunca 

ratlara günlük 25 mcg/kg AFB1 ve probiyotik olarak Lactobacillus casei Shirota (10
9
 

kob/gün) oral gavaj ile uygulanmıĢtır. Bağırsak mikrobiyota kompozisyonundaki 

değiĢim Bray-Curtis benzeĢmezlik indeksi ile incelenmiĢ ve probiyotik grubu ile kontrol 

arasındaki mesafeler AFB1‟e maruz kalan gruba kıyasla daha yakın bulunmuĢtur. Buna 

ek olarak, hem probiyotik hem de AFB1 alan grup kontrol grubundan ayrıĢmıĢtır (Liew 

ve ark., 2022). Mevcut çalıĢmada bu çalıĢma ile uyumlu olarak AFB1 grubunun 

mikrobiyal topluluk yapısı KON grubundan uzaklaĢmıĢtır. Böylece düĢük doz AFB1 

maruziyeti, bakteriyel tür çeĢitliliğini ve bolluklarını değiĢtirmesi nedeniyle bağırsak 

mikrobiyota kompozisyonu üzerinde etkili bir faktör olarak nitelendirilebilir.  

Wang ve ark. (2015) çalıĢmasında ratlara AFB1‟i düĢük (5 mcg/kg), orta (25 mcg/kg) 

ve yüksek (75 mcg/kg) dozlarda dört hafta boyunca uygulanmıĢtır. Ağırlıksız Unifrac 

uzaklığına ait PCoA grafiğinde deney gruplarının net bir Ģekilde ayrıldığı 

gözlemlenmiĢtir. Bunun yanı sıra, AFB1‟in dozu arttıkça aynı doz grubundaki ratlara ait 

bakteriyel tür ve çeĢitliliğin birbirine daha yakın olduğu belirtilmiĢtir. Mevcut çalıĢma 

ve bu çalıĢma dikkate alındığında AFB1‟in 25 mcg/kg/gün (dört hafta) ve daha düĢük 

dozlarda uygulanmasının bağırsak mikrobiyotasında bulunan bakteriyel tür ve çeĢitliliği 

değiĢtirebileceğini göstermiĢtir.  

Literatürde AFB1‟e maruziyet sonrasında bakteriyel topluluk yapısını korumaya 

yönelik yapılan çalıĢma sayısı sınırlı düzeydedir. Çin propolisi ve Brezilya (300 

mg/kg/gün, bir hafta) propolisinin karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢmada ratların bakteriyel 

topluluğu Ağırlıklı Unifrac uzaklığı ile görselleĢtirilmiĢtir. Buna göre, kontrol grubu, 

Çin ve Brezilya propolisi uygulanan grupların benzersiz bir bağırsak mikrobiyotası 

yapısına sahip olduğu ve farklı kadranda kümelendikleri rapor edilmiĢtir (Wang ve ark., 

2018). Bu çalıĢmada, boyut indirgeme yöntemleri kullanılarak Anadolu propolisinin 

bağırsak mikrobiyota kompozisyonuna etkisi araĢtırılmıĢtır. AFB1‟e maruz kalan ratlara 

uygulanan propolis takviyesi sonucu bakteriyel toplulukların KON grubu ile benzer 

olduğu bulunmuĢtur (ġekil 4.7). Bu iki çalıĢma sonuçlarının farklı olmasının nedeni 

kullanılan propolisin bileĢimindeki farklılıklardan kaynaklanabilir. Çünkü propolisin 
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içinde bulunan fenolik bileĢiklerin çeĢidi ve miktarı coğrafik bölge, bitki örtüsü, iklim, 

mevsim ve toplama zamanı gibi faktörlerden etkilenebilir (Aldemir ve ark., 2015).  

Bu çalıĢmada deney gruplarındaki bakteriyel tür topluluğunu araĢtırmak için Venn 

diyagramı kullanılarak ortak ve benzersiz OTU‟ların analizi yapılmıĢtır (ġekil 4.8). 

OTU‟ların çoğu (%46,7) dört deney grubu arasında paylaĢılmıĢtır. KON, AFB1, PRO 

ve AFB1+PRO gruplarının OTU sayıları sırasıyla 9 (%4,2), 20 (%9,4), 17 (%8) ve 16 

(%7,5) olarak bulunmuĢtur. AFB1 maruziyeti ve propolis takviyesinin OTU sayısını 

arttırdığı belirlenmiĢtir. Benzer Ģekilde yapılan bir çalıĢmada AFB1 (1 mcg/mL) 

uygulanan farelerin OTU sayısı kontrol grubuna göre daha yüksek bulunmuĢtur (Tian 

ve ark., 2022). Bunun aksine düĢük (2,5 mg/L), orta (4 mg/L) ve yüksek doz (10 mg/L) 

AFB1 uygulanan farelerde yüksek doz grubunun OTU'ları orta doz grubuna göre biraz 

daha yüksek olmasına rağmen, tüm deney gruplarındaki OTU'lar azalma eğilimi 

göstermiĢtir (Yang ve ark.,  2017). Mevcut çalıĢma ve bu çalıĢmalar AFB1‟in OTU 

sayısını azalttığı gibi arttırabileceğini de göstermektedir. Bu durumda bakteriyel 

topluluğun zenginlik ve çeĢitlilik bakımından niceliksel olarak değerlendirilmesinin 

yanında niteliksel olarak araĢtırılmasının da faydalı olabileceği düĢünülmektedir.   

Bağırsak mikrobiyotası besin ve ilaç metabolizması, immün sistemin regülasyonu ve 

bağırsak epitelinin korunması gibi birçok fonksiyonda görev alan kompleks ve dinamik 

bir ekosistemden oluĢmaktadır (Jia ve ark., 2022; Lin ve ark., 2023). Yapılan 

çalıĢmalarda AFB1‟in bağırsak mikrobiyota kompozisyonunu değiĢtirdiği ve faydalı 

bakterilerin sayısını azalttığı gösterilmiĢtir (Zhou ve ark., 2019). ġekil 4.9‟da 

gösterildiği üzere, mevcut çalıĢmada tüm deney gruplarında Firmicutes ve 

Bacteroidetes filumları baskın bulunmuĢtur. Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) oranı 

sıklıkla hastalık durumunda konağın bağırsak mikrobiyotasındaki değiĢimi tespit etmek 

için kullanılmaktadır (Palkova ve ark., 2021). Bu orandaki artıĢ, inflamatuar belirteç 

düzeyleri ve intestinal metabolik homeostazının patolojik durumu ile 

iliĢkilendirilmektedir (Lozupone ve ark., 2012). Mevcut çalıĢmada, istatistiksel olarak 

önemli olmasa da AFB1‟in Firmicutes bolluğunu azalttığı ve Bacteroidetes bolluğunu 

arttırdığı ve böylece daha düĢük F/B oranına neden olduğu görülmüĢtür (CON: 3,2; 

AFB1: 3). Bununla birlikte, AFB1‟e maruz kalan ratlara propolis uygulandığında 

(AFB1+PRO) Bacteroidetes bolluğunun artmasına bağlı olarak F/B oranı azalmıĢtır 

(AFB1+PRO: 2,01). Benzer Ģekilde, AFB1 maruziyetinin deney hayvanlarında F/B 
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oranını kontrol grubuna göre azalttığı tespit edilmiĢtir (Lin ve ark., 2023; Tian ve ark., 

2022). Bunun aksine, AFB1 maruziyetinin F/B oranını önemli derecede arttırdığı ve bu 

durumun intestinal metabolik homeostazı bozabileceği ve inflamatuar değiĢikliklere 

neden olabileceği rapor edilmiĢtir (Cao ve ark., 2021; Sui ve ark., 2022). Bağırsak 

mikrobiyotasının modülasyonu için AFB1‟e maruz kalan deney hayvanlarına uygulanan 

Lactobacillus casei Shirota (Liew ve ark., 2022) ve Lactobacillus plantarum T3 (Tian 

ve ark., 2022) suĢlarının Firmicutes/Bacteroidetes oranını arttırdığı; flavonoidlerlerin 

ise azalttığı gösterilmiĢtir (Huang ve ark., 2023). Dolayısıyla zengin flavonoid içeriğine 

sahip propolis ve diğer flavonoid türlerinin AFB1 maruziyeti sonucu bağırsak 

mikrobiyotasındaki F/B oranını düzenlemede etkili olabileceği düĢünülmektedir. 

Böylece flavonoidler, bağırsak mikrobiyota kompozisyonunun modülasyonu ile 

intestinal epitel dokunun korunmasına ve inflamasyonun azaltılmasına katkı 

sağlayabilir.  

Bu çalıĢmada bağırsak mikrobiyotasında göreceli bolluğu değerlendirilen; salgıladığı 

endotoksin özellikteki LPS nedeniyle bağırsak mikrobiyota disbiyozuna yol açan 

Proteobacteria (Huszczynski ve ark., 2019), tüm deney gruplarında göreceli bolluğu en 

yüksek üçüncü filum olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.9). Fırsatçı patojen bakterileri içeren 

Proteobacteria filumunun (Shin ve ark., 2015) aĢırı büyümesinin yüksek düzeyde 

bağırsak dokusunun inflamasyonu ve artan bağırsak geçirgenliği ile güçlü bir Ģekilde 

iliĢkili olduğuna dair kanıtlar bulunmaktadır (Shin ve ark., 2015). Lümen pH değeri ve 

bağırsak yapısındaki değiĢiklikler gibi gastrointestinal faktörler Proteobacteria 

filumunun aĢırı büyümesine neden olabilir (Wang ve ark., 2023). Ayrıca, AFB1‟e 

maruziyetin de Proteobacteria filumunun göreceli bolluğunu arttırdığı bilinmektedir 

(Xue ve ark., 2023). Ancak, Lin ve ark. tarafından yapılan çalıĢmada AFB1 

maruziyetinin Proteobacteria göreceli bolluğunu önemli düzeyde azalttığı gösterilmiĢtir 

(Lin ve ark., 2022). Mevcut çalıĢmada, en yüksek Proteobacteria göreceli bolluğuna 

sahip grubun AFB1; en düĢük grubun ise PRO olduğu belirlenmiĢtir. Bu bağlamda 

propolis takviyesinin, intestinal mukozal bariyerin bozulmasına neden olan 

Proteobacteria filumunun göreceli bolluğunu düzenleyici etki gösterdiği söylenebilir.  

AFB1‟e maruziyet bağırsak mikrobiyota kompozisyonun aile düzeyinde bazı 

değiĢikliklere yol açabilir. Özellikle laktik asit bakterilerinin AFB1 varlığında azalma 

eğilimi gösterdiği bildirilmektedir (Sobral ve ark., 2022). Mevcut çalıĢmada, KON 
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grubuna göre Firmicutes filumuna mensup Lactobacilloceae ailesinin göreceli bolluğu 

AFB1 grubunda daha düĢük, PRO grubunda ise daha yüksek bulunmuĢtur. 

ÇalıĢmamızdan elde edilen bu sonuç literatürle uyumlu bulunmuĢtur. Ishikawa ve ark. 

(2017) çalıĢmasında tek seferde 663 mcg/kg AFB1‟e maruz kaldıktan sonra farelerin 

bağırsak mikrobiyotasında Firmicutes filumuna mensup Lachnospiraceae ailesinin 

bolluğunda bir artıĢ da görülmüĢtür. Ratlarda yalnızca propolis takviyesinin 

Lachnospiraceae ailesinin göreceli bolluğunu arttırdığı belirlenmiĢtir (Xue ve ark., 

2019). Mevcut çalıĢmada Lachnospiraceae ailesinin göreceli bolluğunun AFB1+PRO 

grubunda diğer gruplara göre daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir. Buna göre, AFB1‟e 

maruziyet sonrasında yapılan propolis takviyesinin Lachnospiraceae ailesinin göreceli 

bolluğunu daha çok arttırdığı çıkarımına varılabilir.  

Bacteroidetes filumuna mensup Prevotella cinsi bakteriler ile ilgili yapılan çalıĢmalar, 

çeĢitli türler ile beslenme örüntüleri, sağlık ve hastalıklar arasındaki iliĢkilere 

odaklanmıĢtır. Yeni nesil dizileme yöntemleri kullanılarak Prevotella cinsinin bağırsak 

ekosistemindeki rolü ve mukozal yapıya etkileri ortaya konmuĢtur (Precup ve Vodnar, 

2019). Prevotella cinsi bakteriler karbonhidrat ve protein içeren besinlerin 

metabolizmasına yardımcı olmaktadır (Flint ve Duncan, 2014). Bazı Prevotella 

suĢlarının kardiyovasküler hastalık riskini azalttığı ve glukoz metabolizmasını 

iyileĢtirdiğine dair kanıtlar bulunmaktadır (Mancabelli ve ark., 2017; Wang ve ark., 

2016b). Fakat patobiyont özelliğe sahip suĢların inflamatuar bağırsak hastalıkları, 

metabolik sendrom ve obezite gibi hastalıkları tetiklediği belirtilmiĢtir (Larsen, 2017). 

Sprague Dawley ratları üzerinde yapılan bir çalıĢmada AFB1‟in (25 mcg/kg/gün 4 

hafta) potansiyel patojenik özellikteki Prevotellaceae NK3831 ve Prevotella 9 

bakterilerinin aĢırı büyümesini indüklediği; probiyotik uygulamasının oluĢan disbiyoz 

tablosunu iyileĢtirdiği belirtilmiĢtir (Liew ve ark., 2022). Koyunlarla yapılan bir 

çalıĢmada AFB1 maruziyeti Prevotella cinsinin göreceli bolluğunu anlamlı olarak 

arttırmıĢtır (Lin ve ark., 2023). Mevcut çalıĢmada AFB1‟e maruz kalan gruplarda 

(AFB1 ve AFB1+PRO) Prevotella cinsinin göreceli bolluğu KON grubuna göre 

artmıĢtır ancak bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı düzeyde değildir. Öte yandan 

propolis takviyesinin Prevotella cinsinin göreceli bolluğu üzerinde önemli bir etkisi 

olmamıĢtır (ġekil 4.14).  
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Aflatoksinlerin detoksifikasyonu için en çok çalıĢılan bakteri türlerinden birisi de laktik 

asit bakterileridir (Lactobacillus, Ligilactobacillus, Leuconostoc, Carnobacterium, 

Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus ve Pediococcus). Bu bakteri grubu besin 

iĢleme yöntemlerinde sıklıkla kullanılmakta ve toksinlere yüksek afinite göstermektedir 

(Adebo ve ark., 2017). Laktik asit bakterileri AFB1‟in hücre duvarına bağlanmasını 

engelleyerek detoksifikasyonda rol oynamaktadır (Guan ve ark., 2008). Süt ürünlerinde 

kullanılan laktik asit bakterileri ve bifidobakteri suĢlarının AFB1'e bağlandığı yapılan 

çalıĢmalarda rapor edilmiĢtir (Elsanhoty ve ark., 2014). Bağırsak mikrobiyotasında 

normal düzeyde bulunan Lactobacillus bağırsakta kolonize olan patojenik bakterilerin 

inhibisyonunu sağlamakta; kandaki amonyak ve kolesterol düzeylerini düĢürmektedir 

(Khare ve Gaur, 2020; Li ve ark., 2018). Ancak Lactobacillus cinsinin aĢırı büyümesi 

bağırsak mikrobiyotasında dengesizliğe ve bağırsağın peristaltik hareketlerinin 

bozulmasına yol açabilir. Bunun yanı sıra, uygulanan doza bağlı olarak AFB1 

maruziyetinin bağırsak mikrobiyotasındaki Lactobacillus göreceli bolluğunu etkilediği 

belirtilmiĢtir (Wang ve ark., 2016a). 

Huang ve ark. (2023) tarafından yapılan çalıĢmada AFB1‟e maruziyet sonucu 

Lactobacillus göreceli bolluğu kontrol grubuna göre artma eğilimi göstermiĢtir. Fareler 

üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada AFB1 uygulaması Lactobacillus göreceli 

bolluğunu belirgin olarak arttırmıĢtır ve farelere melatonin uygulandığında ise bolluk 

düzeyi kontrol grubu ile benzer bulunmuĢtur (Liu ve ark., 2022). Mevcut çalıĢmada 

deney grupları karĢılaĢtırıldığında, AFB1+PRO grubunun Lactobacillus göreceli 

bolluğu KON grubuna göre anlamlı olarak daha yüksek bulunmuĢtur (p=0,049) (ġekil 

4.14). Bu grupta Lactobacillus göreceli bolluğunun yüksek olmasının nedeni AFB1‟in 

çoğalmayı indükleyici etkisinden veya propolisin yapısındaki fenolik bileĢiklerden 

kaynaklanabilir. Nitekim propolisin yapısında bulunan krisin flavonunun yüksek yağlı 

diyetle beslenen ratlarda Lactobacillus göreceli bolluğunu önemli düzeyde arttırdığı 

saptanmıĢtır (Yuvaraj ve ark., 2022). Elde edilen sonuçlar doğrultusunda, Lactobacillus 

göreceli bolluğunun AFB1 maruziyeti ile uygulanan potansiyel iyileĢtirici tedavi 

yöntemi ve içeriğinden etkilenebileceği düĢünülmektedir. 

Roseburia cinsi bütirat üreten bakteriler arasında yer almakta ve genellikle kolonda 

bulunmaktadır (Nie ve ark., 2021). Prebiyotik özelliğe sahip besinlerin tüketilmesi 

sonucunda Roseburia göreceli bolluğunun arttığı bilinmektedir (Singh ve ark., 2017). 



 

71 

 

Roseburia'nın, bazı metabolitler üreterek inflamatuar barsak hastalığı, T2DM ve 

ateroskleroz gibi çeĢitli hastalıkların iyileĢtirilmesine katkıda bulunduğu gösterilmiĢtir 

(Nie ve ark., 2021). Zhou ve ark. (2018) çalıĢmasında ratlarda artan AFB1 

maruziyetinin Roseburia göreceli bolluğunu ve KZYA üretimini azalttığı rapor 

edilmiĢtir. Mevcut çalıĢmada AFB1+PRO grubu daha yüksek Roseburia göreceli 

bolluğuna sahip olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır. AFB1+PRO 

grubunda Roseburia göreceli bolluğunun artması propolisin yapısındaki bazı 

bileĢiklerin prebiyotik aktivitesi göstermesinden kaynaklanabilir (Alfarrayeh, Fekete, 

Gazdag, & Papp, 2021). Ek olarak, propolis takviyesinin farelerde anti-obez ve anti-

inflamatuar etkiye sahip Roseburia göreceli bolluğunu arttırdığı ve bolluk düzeyinin 

inflamatuar parametrelerle (TNF-α ve IL-6) negatif iliĢkili olduğu belirlenmiĢtir (Cai ve 

ark., 2020). Mevcut çalıĢmada, prebiyotikleri metabolize ederek asetat ve propiyonat 

gibi KZYA üretimini sağlayan Phascolarctobacterium cinsi ile serum GSH-Px 

aktivitesi arasında pozitif iliĢki bulunmuĢtur (Pearson‟s r= 0,355, p=0,048). 

Phascolarctobacterium cinsi bakterilerin inflamatuar sitokinlerin üretimini azaltarak 

oksidatif stresi önlediği ileri sürülmüĢtür (Li ve ark., 2022; Samanta, 2022). 

ÇalıĢmamızdan elde edilen sonuçlar bu bulguyu destekler niteliktedir. 

Propolis ve AFB1 uygulamasından sonra bakteriyel taksonomideki spesifik 

değiĢiklikleri tanımlamak için LEfSe analizi yapılmıĢtır. Cins düzeyinde tarama 

yapılarak deney gruplarında dikkat çeken bazı cinsler belirlenmiĢtir. AFB1 grubunda 

yakın zamanda tanımlanan gram negatif Pseudescherichia cinsi belirgin olarak 

artmıĢtır. Pseudescherichia nadir görülen bir patojen olmakla birlikte sepsise neden 

olduğu tespit edilmiĢtir (Ibrahim, 2021). Buradan yola çıkarak, AFB1 maruziyetinin 

patojenik bakteri popülasyonunu arttırdığı söylenebilir. Diğer taraftan, AFB1+PRO 

grubunda KZYA üreten ve oksidatif stresi azaltarak inflamatuar bağırsak hastalıklarının 

tedavisinde kullanılan Anaerostipes (Lee ve ark., 2021) ve Coprococcus (Nogal ve ark., 

2021) bollukları açıkça artmıĢtır. Bu bağlamda, propolisin yapısında bulunan prebiyotik 

özellikteki fenolik bileĢiklerin (Aabed ve ark., 2019) Anaerostipes ve Coprococcus cinsi 

bakteriler için substrat sağlayarak büyümesini teĢvik edebileceği tahmininde 

bulunulabilir. 

Bu çalıĢmanın bazı güçlü yönleri ve sınırlılıkları bulunmaktadır. AFB1‟e maruz kalan 

ratlarda propolis takviyesinin disbiyoz üzerindeki etkisinin (biyokimyasal ve amplikon 
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sekanslama) kapsamlı bir Ģekilde araĢtırılması bu çalıĢmanın güçlü yönlerinden biridir. 

Bununla birlikte, propolis takviyesinin AFB1 kaynaklı disbiyoz üzerindeki etkilerinin 

daha iyi anlaĢılması için çalıĢma süresinin uzatılması ve yapılan uygulamaların farklı 

dozlarda denenmesi ileriki çalıĢmalar için önerilebilir. Ayrıca, AFB1 maruziyeti 

sonucunda yapılan propolis takviyesinin bağırsak mikrobiyotası tarafından üretilen 

KZYA üzerindeki etkileri değerlendirilebilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Sonuç olarak, mevcut çalıĢmada AFB1‟e maruz ratlara uygulanan propolis takviyesinin 

oksidatif stres tablosu ve bağırsak mikrobiyota kompozisyonu üzerine etkileri 

araĢtırılmıĢ olup, aĢağıdaki sonuçlar elde edilmiĢtir: 

1. Deney süresince vücut ağırlığı kazanımı en yüksek KON grubunda, en düĢük ise 

PRO grubunda olmuĢtur. Ancak vücut ağırlığı kazanımı bakımından deney 

grupları arasında anlamlı bir fark saptanmamıĢtır. 

2. Yapılan biyokimyasal analizler ile deney gruplarında oksidatif stres durumu 

araĢtırılmıĢtır. Buna göre, GSH ve MDA düzeyleri bakımından deney grupları 

arasında anlamlı bir fark bulunmamıĢtır. AFB1 grubunda GSH-Px düzeyinin 

KON grubuna göre önemli derecede azaldığı, propolis takviyesi yapılan 

gruplarda (PRO ve AFB1+PRO) ise belirgin bir değiĢiklik olmadığı 

görülmüĢtür. AFB1 grubunun en düĢük SOD ve CAT enzim aktivitelerine sahip 

olduğu saptanmıĢtır. Ek olarak, propolis takviyesi yapılan gruplarda ise bu 

enzim aktivitelerinin KON grubu ile benzer olduğu belirlenmiĢtir. Bununla 

birlikte, PRO grubunun TAS düzeyi KON ve AFB1 gruplarından anlamlı olarak 

daha yüksek bulunmuĢtur.  

3. Deney gruplarındaki bağırsak mikrobiyal topluluğu araĢtırmak için ortak ve 

benzersiz OTU‟ların analizi yapılmıĢtır. AFB1 grubunun daha spesifik OTU‟lar 

içerdiği, KON ve AFB1+PRO gruplarının mikrobiyal topluluk yapısının diğer 

gruplara göre daha benzer olduğu görülmüĢtür. Böylece AFB1 maruziyeti ve 

propolis takviyesi ratlarda bakteriyel topluluk yapısını değiĢtirmiĢtir.  

4. Yapılan alfa çeĢitlilik analizi (observed features, Chao1, Shannon ve Simpson) 

PRO grubunda bakteriyel topluluk çeĢitliliğinin diğer gruplara göre daha fazla 

olduğunu ortaya koymuĢtur. 
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5. AFB1 maruziyeti ve propolis takviyesinin bağırsak mikrobiyotasında filum, 

sınıf, takım, aile, cins ve tür düzeyinde göreceli bollukları incelenmiĢtir. Buna 

göre Firmicutes, Bacteroidetes ve Proteobacteria filumlarının ratların 

gaitalarında en bol bulunan filumlar olduğu tespit edilmiĢtir. Bununla birlikte, 

Ligilactobacillus, Roseburia, Lactobacillus, Prevotella ve Romboutsia deney 

gruplarında farklı oranlarda olsa da bu cinsler bağırsak mikrobiyotasının 

çoğunluğunu oluĢturmaktadır. 

6. Mevcut çalıĢmada, prebiyotikleri metabolize ederek asetat ve propiyonat gibi 

KZYA üretimini sağlayan Phascolarctobacterium cinsi ile serum GSH-Px 

aktivitesi arasında pozitif iliĢki bulunmuĢtur. 

7. Spesifik olarak, AFB1 grubunda patojen olarak bilinen gram negatif 

Pseudescherichia cinsi belirgin olarak artmıĢtır. AFB1+PRO grubunda ise 

KZYA üreten ve oksidatif stresi azaltarak inflamatuar bağırsak hastalıklarının 

tedavisinde kullanılan Anaerostipes ve Coprococcus bolluklarının arttığı 

belirlenmiĢtir. 

Bu çalıĢma, düĢük doz AFB1 uygulamasının neden olduğu disbiyoza karĢı propolis 

takviyesinin koruyucu etkilerini gösteren ilk çalıĢmadır. Oral propolis takviyesinin, 

AFB1‟e maruz kalan ratlarda oksidatif stresin hafifletilmesi ve bağırsak dokusunun 

korunması üzerine faydalı etkileri olabileceği, bunun da bağırsak mikrobiyotasının 

modülasyonuna katkı sağlayabileceği düĢünülmektedir. Bu sonuçlardan yola çıkarak, 

insanlarda AFB1 maruziyetinden kaynaklanan toksisite bulgularının propolis takviyesi 

ile azaltılabileceği öngörülmektedir. Ancak, propolisin AFB1 detoksifikasyonundaki 

potansiyel mekanizmaları literatürde hala belirsizliğini korumaktadır. Bu nedenle 

biyolojik ajan olarak kullanılan propolisin AFB1‟i detoksifiye edici etkisi moleküler 

düzeyde araĢtırılmalıdır.  
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EKLER 

EK-1: Etik kurul onayı 
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EK-2: Propolisin fenolik antioksidan analizi (LC-MS/MS) 

Quantitative Analysis Summary Report 

Batch Data Path D:\MassHunter\Data\2023\06-

Haziran\Phenolic_Compounds\QuantResults\Phenolic_Compounds_Propolis.batch. 

Analysis Time 6/16/2023 5:23 PM Analyst 

Name 

LCMS\ad

min 

  

Report Time 6/16/2023 5:24 PM Reporter 

Name 

LCMS\ad

min 

  

Last Calib Update 6/16/2023 5:23 PM Batch State Processed   

Quant Batch 

Version 

B.07.01 Quant 

Report 

Version 

B.07.01   

Sequence Table      

Data File Acq Method File Sample 

Name 

Sample 

Type 

Position Volume 

SK_Propolis-Num.d Phenolic_Compounds.m SK_Propolis-

Num 

Sample P1-B5 -1.00 

Quantitation 

Results 

     

Data File Compound Sample Type Response Final Conc Unit 

SK_Propolis-Num.d Quinic Acid Sample 7080 2683.9697 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Fumaric Acid Sample 4028 2389.1864 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Gallic Acid Sample 4919 147.9120 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Pyrogallol Sample 5 0.0000 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Keracyanin Chloride Sample 6171 1845.1999 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Cyanidin-3-o-glucoside Sample 18030 1819.2552 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Chlorogenic Acid Sample 45995 1718.2447 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Catechin Sample 542 17.1751 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Peonidin-3-o-glucoside Sample 741 148.2484 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d 4-OH-Benzoic Acid Sample 40668 2686.7663 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Epicatechin Sample 145 0.0000 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Epigallocatechin Gallate Sample 1 0.0000 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Caffeic Acid Sample 2521239 49483.7460 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Vanillic Acid Sample 1471 3004.1509 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Syringic Acid Sample 11 0.0000 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Vitexin Sample 8243 44.1778 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Naringin Sample 74 0.0000 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Ellagic Acid Sample 620 99.0671 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Hesperidin Sample 3137 249.7517 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d p-Coumaric Acid Sample 1566896 31124.9127 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Sinapic Acid Sample 24 0.0000 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Taxifolin Sample 94743 2204.5354 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Ferulic Acid Sample 179250 41525.3079 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Rosmarinic Acid Sample 3708 920.3959 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Vanillin Sample 2229 329.2110 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Myricetin Sample 999 0.0000 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Resveratrol Sample 248632 8305.0615 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Luteolin Sample 292993 2731.7785 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Quercetin Sample 479234 57654.7720 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Apigenin Sample 68693 589.8101 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Naringenin Sample 16604 234.4466 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Isorhamnetin Sample 677420 4778.3925 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Chrysin Sample 5384 88.2617 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Galangin Sample 48417 5075.5507 ng/mL 

SK_Propolis-Num.d Curcumin Sample 4 0.0000 ng/mL 

QuantReport_ESTD_Complete_B_06_00.xlsx Printed at: 5:26 PM on: 6/16/2023 
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