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Oz: Sentetik antibiyotiklere karsi artan antimikrobiyal direng, dogal olarak olusan bilesiklerin etkili antibakteriyel ajanlar
olarak kullaniimasi bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmistir. Dogal olarak olusan bilesiklerden Hesperidin'in farkli patojen
bakterilere kargi da etkili olabilecegi, bakteriyel buyuimeyi dogrudan engelleyebilecegdi belirtiimistir. Bu ¢alismada, Hes-
peridin’in bazi ATCC suslarina (Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli O157;H7 ATCC 43895, Salmonella
enteriditis NCTC, Klebsiella pneumonie ATCC 1705, Aeromonas hydrophila ATCC 7966) karsi etkinliginin belirlenmesi
amaglanmistir. Yapilan minimal inhibisyon konstrasyon (MIK) testi sonuglarina gére Hesperidin igin E. coli, E. coli
0157;H7, S. enteriditis ve K. pneumonie bakterilerine ait MiK degerleri 128 pg/mL iken, A. hydrophila bakterisine ait
MIK degeri 64 ug/mL olarak belirlenmistir. Bu sonuglara ek olarak, pozitif kontrol kolistin igin E. coli, K. pneumonie ve
A. hydrophila bakterilere ait MIK degerleri 0.5 pg/mL olarak belirlenirken, E. coli 0157;H7 ve S. enteriditis bakterilerine
ait MiK degerleri sirasiyla 0.5 ve 1 ug/mL olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma sonuglari Hesperidin'in 6zellikle su Griinleri
yetistiriciliginde koruyucu ve alternatif bir antibakteriyel tedavi segenegi olarak yenilik¢i kanitlar sunabilir.

Anahtar kelimeler: Gram negatif bakteri, Hesperidin, minimal inhibitér konsantrasyon

Determination of Antimicrobial Activity of Hesperidin Microemulsion Against Some Standard (ATCC) Gram
Negative Bacteria

Abstract: Increasing antimicrobial resistance to synthetic antibiotics has attracted the interest of scientists in using
naturally occurring compounds as effective antibacterial agents. It has been stated that hesperidin can also be effective
against different pathogenic bacteria and can directly inhibit bacterial growth. This study aimed to determine the effecti-
veness of Hesperidin against various ATCC strains (E. coli ATCC 25922, E. coli 0157;H7 ATCC 43895, S. enteriditis
NCTC, K. pneumonie ATCC 1705, A. hydrophila ATCC 7966). According to the MIC test results, the minimal inhibitory
concentration (MIC) values of E. coli, E. coli O157;H7, S. enteriditis and K. pneumonia bacteria for hesperidin were
determined as 128 pg/mL, while the MIC value of A. hydrophila bacteria was determined as 64 yg/mL. In addition to
these results, the MIC values for colistin for E. coli, K. pneumonia and A. hydrophila bacteria were determined as 0.5
ug/mL, while the MIC values for E. coli O157;H7 and S. enteriditis bacteria were 0.5 and 1 ug/mL, respectively. was
determined as. These study results provide innovative evidence for hesperidin as a preventive and alternative antibac-
terial treatment, especially in aquaculture.
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Girig Gram negatif bakteriler arasinda 1970'lerde baglayan
o , . o ] antibiyotik direncindeki artan artig, kritik bir kuresel
Hesperidin (C16H1406) 3',5,7-trihidroksi-4'-metoksi kriz haline gelmistir. Son yillardaki 6nemli sorun, spe-

flavanon olarak adlandinimaktadir. Flavonoidler, bitki- sifik patojenleri, 6zellikle de hastane kaynakli enfeksi-
lerin farkl kisimlarinda genis capta dagilan, dislk  yonlara neden olan, insanlar arasinda yayiima potan-
molekdl agirlikli polifenolik bitki hiicrelerinde bulunan siyeli olan ve farkli antibiyotiklere karsi direng gelistir-
ve tat ve renkten sorumlu olan bir grup bilesiklerdir. mis patojenleri tedavi etmek igin kullanilabilecek olasi
Hesperidin, flavonoidlerin flavanon grubuna ait olup, alternatiflerin tilkenmesidir. Séz konusu bu sebebe
aglikon kismi ve rutinoz adi verilen bir disakkarit kis-  ygnelik olarak ilag endstrisinde yeni antibiyotiklerin
mindan (glikoz ve ramnoz) olugmaktadir. Hesperidin, kesfinin azalmasi ile kolistin antibiyotigine yeniden
portakal, turung, limon, greyfurt gibi turuncgillerin ilginin artmasina yol agcmistir. Bu baglamda kolistin
farkli kisimlarindan, &zellikle beyaz kabuklarindan Gram negatif patojenlerin neden oldugu enfeksiyonla-
o6nemli miktarlarda dogal olarak elde edilebilmektedir. ra karsi kullanilmak (izere yeniden ortaya gikmistir

(Falagas ve ark., 2005; Bialvaei ve ark., 2015). Son
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antibakteriyel ajanlar olarak kullaniimasina neden
olmustur (Guazelli ve ark., 2021). Birgok rapor, Hes-
peridin'in farkli patojen bakterilere karsi da etkili olabi-
lecegini, bakteriyel buyimeyi dogrudan engelleyebile-
cegini veya virllens genlerini eksprese ederek dolayli
olarak etki ettigini gostermistir (Corciova ve ark.,
2015; Farhadi ve ark., 2019; Gonzalez ve ark., 2021;
Suriyaprom ve ark., 2022). Truchado ve ark. (2012),
tarafindan yapilan bir calismada, glikosile flavanonlar
(naringin, hesperidin ve neohesperidin) bakimindan
zengin ekstraktin Chromobacterium violaceum ve
Yersinia enterocolitica Uzerindeki inhibitér etkisi test
edilmis ve portakal ekstraktinin ve ana flavanon bile-
senlerinin Chromobacterium violaceum bakterisinde
cekirdek algilamayi engelledigi rapor edilmistir
(Truchado ve ark., 2012). Ayrica Hesperidin'in Yersi-
nia enterocolitica bakterisinde c¢evreye salgiladigi
laktonlarin seviyesini azalttigi ve bakteri Uremesini
inhibe etmeden, biyofilm Gretimini inhibe ettigi belirtil-
migtir (Bouyahya ve ark., 2022; Chaieb ve ark.,
2022). Hesperidin'in farkli merkezi sinir sistemi (MSS)
bozukluklarinda 6nemli antioksidan, antiinflamatuar
ve noroprotektif etkiler sagladigi belirtilmistir (lkram
ve ark., 2019; Muhammad ve ark., 2019). Ayrica
Hesperidin ile yapilan bir ¢calismada insanlarda lipo-
polisakkarid kaynakl hafiza bozuklugunu in vitro ve
in vivo olarak azalttigi rapor edilmistir (Muhammad ve
ark., 2019). Yapilan baska calismada streptozotosin
verilen diyabetik ve Parkinson hastaligi olan farelerde
Hesperidin’in antidepresif etkiye sahip oldugu da be-
lirtilmistir (Muhammad ve ark., 2019; Antunes ve ark.,
2020). Hesperidin ayni zamanda yukarida belirtilenler
disinda UV korumasi, yara iyilesmesi ve kutanoz
fonksiyonlar ve iyonlastirici radyasyonun neden oldu-
gu hasara karsi radyokoruyucu koruma gibi diger
yararli saglik etkileriyle de iligkilendirilmistir. Kilcal
kirilganligi azalttigi bu sebeple vendz dolagim bozuk-
luklarinin (bacaklarda sisme, agri, gece kramplari) ve
akut hemoroidal ataga bagh semptomlarin tedavisin-
de bazi arastirmacilar tarafindan tavsiye edilmistir
(Hu ve ark., 2018; Fraga ve ark., 2019; Man ve ark.,
2019; Musa ve ark., 2019). Bu galismada, Hesperi-
din’in cesitli bakterilere (E. coli ATCC 25922, E. coli
0O157;H7 ATCC 43895, S. enteriditis NCTC, K. pneu-
monie ATCC 1705, A. hydrophila ATCC 7966) karsi
antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Antibakteriyel etkisinin belirlenmesi amaciyla kullani-
lan Hesperidin (Sigma-Aldrich Katalog no.520-26-3)
ve kolistin (Sigma-Aldrich, Katalog no: C4461) Sigma
-Alderich firmasindan temin edilmistir. Stok sollisyon-
lari 100mL/mg dimetil silfat oksit (DMSQO) ile hazir-
lanmistir (Karayildirim, 2017).
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Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

Hesperidin’in antibakteriyel aktivitesi, bes farkli Gram
negatif bakterisi (E. coli ATCC 25922, E. coli
0157;H7 ATCC 43895, S. enteriditis NCTC, K. pneu-
monie ATCC 1705, A. hydrophila ATCC 7966) kulla-
nilarak test edilmistir. S6z konusu suslar Blood
Agar'a (Merck, Germany Katalog no: 103879) ekile-
rek 37°C ‘de 18-24 saat inklibasyona birakilmistir.
Analize tabi tutulan ATCC suslar araci firmadan
(Elips laboratuvar trlnleri San. Ve Tic. Ltd. Sti) temin
edilmigtir (Karayildirim, 2017).

Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) testi

MIK'in belirlenmesi, CLSI (2007) tarafindan agiklanan
mikrodilisyon ydntemine goére gerceklestirilmistir.
Kanli Agarda (Merck, Germany Katalog no: 103879)
37°C'de 18-24 saat boyunca Ureyen bakteriler 1:100
(h/h) oraninda ayarlanan Mueller Hinton broth
(Merck, Germany, Katalog no: 103872) icerisine ino-
kule edilerek McFarland (0.5 CFU/1.5X10°%) standarti-
na gore ayarlanmistir. Hazirlanmig Hesperidin stok
solusyonlart 96 kuyucuklu mikrotitre platelerine
(ISOLAB) daha 6nceden eklenmis broth lzerine ino-
kule edilmistir. Kuyuculardaki Hesperidin konsantras-
yonlari 256 ile 0.5 pyg/mL arasinda degismistir. Son
kuyucukta ise negatif kontrol olarak 100 uL broth ve
100pL bakteri stispansiyonu kullanilmigtir. Tim plate-
lerin Uzeri steril bir plate kapagi ile kapatilarak ve 37 °
C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Kuyucuklarda mevcut
stspansiyonlar Mueller Hinton agarda (Merck, Ger-
many, Katalog no:103872) ekilerek inkiibasyona bira-
kilmistir. Hesperidin mikroemulsiyonun etkinliginin
karsilagtiriimasi amaciyla kolistin antibiyotigi kullanil-
mistir. Daha 6nceden hazirlanan kolistin antibiyotik
stok sollisyonlari kuyucuklarda 4 ile 0.36 pg/mL ara-
sinda olacak sekilde ayarlanmistir.

Istatistiksel analiz

Hesperidin’in bes farkl bakteriye kargi MiK degerleri-
nin sonuglari, Microsoft Office Excel 2019 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, ABD) kullanilarak ortala-
ma+standart sapma cinsinden ifade edilmistir. Ortala-
malar arasindaki énemli farkhliklar T-testi (Windows
11 igcin SPSS; one way ANOVA) ile belirlenmistir.

Bulgular

Yapilan MIK testi sonuglarina gére Hesperidin igin E.
coli, E. coli O157;H7, S. enteriditis ve K. pneumonie
bakterilerine ait MiK degerleri 128 pg/mL iken, A.
hydrophila bakterisine ait MiK degeri 64 ug/mL olarak
belirlenmistir. Bu sonuglara ek olarak, kolistin igin E.
coli, K. pneumonie ve A. hydrophila bakterilerine ait
MIK degerleri 0.5 pg/mL olarak belirlenirken, E. coli
O157;H7 ve S. enteriditis bakterilerine ait MiK deger-
leri sirasiyla 0.5 ve 1 pg/mL olarak belirlenmistir
(Sekil 1). Yapilan tek yonli varyans analizi (ANOVA)
sonucunda MIK yéntemi sonuglarina goére Gr (-) bak-
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teriler arasinda MIK degerleri agisindan istatistiksel
farkhhk olmadigi goérildi (P>0,05).

DHesperidin Kdlistin

128 128 128 128
64

60

40

20 0,5 0,5 0,5 1 0,5
0

E.coli E.coli0157;H7 A. hydrophila ~ S.enteriditis K. pneumonia
Gram negatif bakteriler

MiK Degerleri

Sekil 1. Cesitli Gram negatif standart bakterilere gére
belirlenen Hesperidin ve Colistin MIK degerleri (ug/
mL).

Tartisma ve Sonug

Hesperidin antioksidan, antiinflamatuar ve antibakte-
riyel 6zellikleriyle bilinen bir flavanondur. Ek olarak,
6nemli oranda tibbi degere sahip oldugu ve antimik-
robiyal, analjezik ve immiinomodilatér oldugu farma-
kolojik olarak kanitlanmistir (Yamamoto ve ark.,
2000; Gar ve ark.,2001).

Bu calismada Hesperidin'in A. hydrophila igin MiK
degeri 64 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu calisma
sonucuna benzer olarak, Abuelsaad ve ark. (2013)
tarafindan Hesperidin’in A. hydrophila bakterisine
kars! etkisinin arastirildigi bir calismada MiIK degerle-
rinin 100-12.5 mg/mL arasinda degistigi belirlenmistir.
Mevcut galismamizda Hesperidin’in E. coli, E. coli
0157;H7 ve K. pneumoniae bakterileri icin MiK de-
gerleri 128 pg/mL olarak bulunmustur. Balakrishnan
ve ark. (2021) tarafindan yapilan baska bir calismada
E. coli, K. pneumoniae ve P aeruginosa bakterilerine
kars! Hesperidin'in MiKso degerinin 92.17+3.71ug/mL
araliginda oldugu bildirilmistir. Calismamizda Hespe-
ridin’in E. coli, E. coli O157;H7, S. enteriditis bakteri-
leri igin MIK degerleri 128ug/mL bulunmustur. Bu
calisma sonucundan farkh olarak, Yi ve ark. (2008)
Hesperidin ile yapilan bir calismada E.coli ve S. typhi
bakterilerine ait MIK degerlerinin 800ug/mL olarak
bildirilmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada, Abass ve
ark. (2014) E. coli ve S. typhi bakterilerine ait MiK
degerlerini 175-450 pg olarak bulmustur. Bu ¢alisma-
dan farkh olarak Hesperidin’in antimikrobiyel etkisinin
arastinldig1 calismada Helicobacter pylori bakterisine
ait MiK degerinin >200 pM olarak bildirilmistir (Moon
ve ark., 2013).

Klinik agidan 6nemli Gram-negatif bakteriler arasinda
¢oklu ilag direncinin ortaya ¢ikmasi, kolistin gibi eski
antibiyotiklerin yeniden klinik kullanimini artirmigtir.
S0z konusu bu artis, P. aeruginosa, E. coli ve Klebsi-
ella spp. gibi Gram-negatif patojen bakterilerde kolis-
tine direncin oraya ¢ikmasina neden olmustur. Gram
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negatif bakterilerde kolistin antibiyotige direng mobil
elementlerde bulunmasinin mutasyonlarin yani sira
kromozomal mutasyonlarin aracilik ettigi belirtilmistir
(Liu ve ark., 2016; Xavier ve ark., 2016). Bu durum
hem hasta bakimi hem de epidemiyolojik slrveyans
igin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari tarafindan stan-
dartlastinimis in vitro duyarlilik testlerine olan acil
ihtiyacin énemini artirmistir. Bununla birlikte, kolisti-
nin katyonik yapisi, plastige afinitesi ve agarda zayif
yayilabilirligi gibi dogal 6zellikleri nedeniyle standart-
lastirlmis in vitro duyarlilik testlerini zorlagtirmigtir
(Sader ve ark., 2012; Hindler ve Humphries, 2013).

Bu calismada kolistin igin E. coli, K. pneumonie ve A.
hydrophila bakterilere ait MIK degerleri 0.5 ug/mL
olarak belirlenirken, E. coli O157;H7 ve S. enteriditis
bakterilerine ait MIK degerleri sirasiyla 0.5 ve 1 pg/
mL olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucuna benzer
olarak, yapilan bir calismada E. coli ve P. aeruginosa
igin MIK degerlerini 0.5-4 pg/ml ve 1-2 pg/ml olarak
bildiriimistir. Baska bir calismada E. coli ve K. pneu-
monie igin MiK degerleri sirasiyla 8-0.25 ug/ml ve 32-
0.5 pg/ml araliginda degistigi rapor edilmistir
(Matuschek ve ark., 2018). Ancak, bu galisma sonu-
cundan yiiksek olarak, Tan ve Ng, (2006) tarafindan
yapllan calismada ise E. coli ve K. pneumonie igin
MIK degerleri sirasiyla MIC90 <2 mg/L ve MIC90 <1
mg/L olarak rapor edilmistir. Buna ek olarak Esposito
ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir calismada K.
pneumoniae suslari icin MIK degerlerinin 4-256 mg/L
araliginda degistigi belirtilmistir. Bir baska calismada
ise E. coli ve S. enterica bakterilerine ait MiK degerle-
ri 0.5ug/mL ve 8 ug/mL olarak bildirilmistir (Morales
ve ark., 2012). Mevcut ¢alismamiz Hesperidin mikro-
emdulsiyonunun nispeten yiksek bir antibakteriyel
tepkiye sahip oldugunu gdstermistir. Buna karsin
daha o6nce yapilan calismada Hesperidin'in Gram
negatif bakterilere kargi nispeten daha ylksek anti-
bakteriyel etkinlige sahip oldugu rapor edilmistir
(Basile ve ark., 2000). Ayrica Hesperidin ile 6n teda-
vinin farelerde enfeksiyonun neden oldugu endotok-
sik soku baskilayabildigi ve enfeksiyon sirasinda bak-
teri kolonilerini azaltabildigi gosterilmistir (Kawaguchi
ve ark., 2004).

Sonug olarak, bu ¢alisma Hesperidin'in A. hydrophila
Uremesini 6nemli oranda azalttigini géstermistir. Bu-
na ilaveten, Hesperidin’in 6zellikle su urlnleri yetistiri-
ciliginde koruyucu ve alternatif bir antibakteriyel teda-
vi secenegdi olabilecegine iliskin yenilik¢i kanitlar su-
nabilir.
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