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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

BAZI MANTAR EKSTRAKTLARININ ANTIMIKROBIYAL AKTIVITESI
VE ZAMAN-OLDURME KIiNETIKLERININ GOZLEMLENMESI

NAHLAH ABRAHEEM SAED ALALAQI

KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANA BiLiM DALI
DANISMAN:PROF. DR. ERGIN MURAT ALTUNER

Dogal iiriinler, ¢esitli hastaliklara kars1 kullanilabilen bilesikler liretme potansiyeline
sahiptir. Yaygin bakteriyel ila¢ direnci géz oniine alindiginda yeni antimikrobiyal
maddelerin arastirtlmas1 6nemlidir. Bu c¢alismada, Fomes fomentarius (L.) Fr.,
Phellinus hartigii (Allesch. & Schnabl) Pat. ve Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst.,
adli ti¢ makromantarin, alt1 farkli ¢6ziicti (su, metanol, kloroform, aseton, petrol eteri
ve n-hekzan) kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin biri adet standart sus (E. coli
ATCC 25922) ve on biri farkli direng profiline sahip klinik izolat olan toplam on iki
farkli Escherichia coli susuna kars1 antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
Ekstraktlarin  antimikrobiyal aktivitesini belirlemek icin minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) testleri
kullanilmigtir. Ayrica, secilen ekstraktlar igin zaman 6ldirme Kinetigi testi yapilmistir.
Sonug olarak, ekstraktlarin E. coli suslarina karsi hem bakteriyostatik, hem de
bakteriyosidal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Ekstraktlarin kimyasal bilesimini
ve etki seklini belirlemek igin daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

ANAHTAR KELIMELER:Antimikrobiyal aktivite, Fomes fomgntarius, Phellinus hartigii,
Fomitopsis pinicola, minimum inhibisyon konsantrasyonu, MIK, minimum bakterisidal
konsantrasyon, MBK, zaman 6ldiirme kinetigi
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ABSTRACT

MSC THESIS

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL OF SOME PLANT EXTRACTS IN
INHIBITION OF SOME IMPORTANT ENZYMES IN METABOLIC
DISEASES

AHMED MUFTAH OMAR MENSHAZ

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF BIOLOGY
SUPERVISOR:PROF. DR. ERGIN MURAT ALTUNER

Natural products have potential to produce compounds, which can be used against
various diseases. While taking into account widespread drug resistance it is important
to investigate new antimicrobial substances. In this study, the antimicrobial activities
of the extracts of three macrofungi, namely Fomes fomentarius (L.) Fr., Phellinus
hartigii (Allesch. & Schnabl) Pat. and Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst., which were
extracted by using six different solvents (water, methanol, chloroform, acetone,
petroleum ether and n-hexane), were examined against twelve different Escherichia
coli strains, where one of these strains was a standard strain (E. coli ATCC 25922) and
eleven strain were clinical isolates presenting different resistance profiles. For
determining the antimicrobial activity of the extracts minimum inhibition
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) tests were used.
In addition, time-kill kinetics test was conducted for selected extracts. As a result it
was observed that extracts have both bacteriostatic or bacteriocidal activity against E.
coli strains. Further researched should be conducted to determine the chemical
composition of the extracts and the mode of action.

KEYWORDS:Antimicrobial activity, Fomes fomentarius, Phellinus hartigii, Fomitopsis
pinicola, minimum inhibition concentration, MIC, minimum bactericidal concentration, MBC,
time-kill kinetics
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TESEKKUR

Danigsmanimin bana verdigi bu tezi nihayet tamamlayabildigim i¢in basta Allah’a
stikiirler olsun. Tez ¢alismalarim sirasinda pek ¢ok sorun ¢ikmasina ragmen, birlikte
calistigim arkadaslarimin destekleriyle nihayet tezimi tamamlayabildim.

Oncelikle danismanim Prof. Dr. Ergin Murat ALTUNER ’e tesekkiir ederim, ¢iinkii
bu donemde onun yonlendirmeleri olmasaydi tezimi tamamlamamam miimkiin
olamazdi. Yaptigim deneylerde giizel sonuglar alabilmem i¢in ¢alismalarim
sirasinda beni tesvik ettigi ve bana yol gosterdigi i¢in kendisine minnettarim.

Danismanimin yani sira, bu calismada kullanilan mantar o6rneklerini Ankara
Universitesi’ndeki kisisel koleksiyonundan saglayan Dog. Dr. ligaz AKATA’ya,
mantar Orneklerimin su ile elde edilen ekstraktlarinin liyofilize edilmesinde
yardimci olan Dokuz Eyliil Universitesi’nden Dog. Dr. Kerem CANLI ve Atakan
BENEK ’e, laboratuvardaki yardimlarindan dolay1 Kastamonu Universitesi, Biyoloji
BOlimU’nlin tim Ogretim {iyelerine ve bu c¢alismada kullanilan bakterilerin
saglanmasindaki yardimlarindan dolay1 Eda ALTINOZ e tesekkiir ederim.

Her zaman yardimci olan ve ayni zamanda iyi bir is ¢ikarmam igin beni siki
caligmaya tesvik eden aileme ve sevgili arkadaslarima tesekkiir ederim. Umarim
tiim bu g¢abalar bana ve birlikte ¢alistigim diger arkadaslar i¢in cesitli faydalar
saglar.

Son olarak, calismalarima ve bu tezin arastirma ve yazma siirecine her zaman

katkida bulunan ve destek veren aileme ve esime igten tesekkiirlerimi sunuyorum.
Onlar olmasaydi bagar1 miimkiin olamazdx..

Nahlah Abraheem Saed ALALAQI

Kastamonu, 2020

Vi



ICINDEKILER

TEZ ONAY T oottt e e e snae e e nrree e i
TAAHHUTNAME ..ottt i
(@ )74 = R \Y
ABSTRACT bbbttt bbb %
TESEKKUR .......oooviiiiiiieieeeee et eees et enas st s s ssn s vi
ICINDEKILER .........coooooioiiieeeeeeeeeeee e vii
SEKILLER DIZINT .......cooooiiiiiiceeeceeeeeeee et ix
TABLOLAR DIZANI .......ooooiiiiiiii e X
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ........cooooooviiinics Xi
O 1 21 1R 1
1.1  Dogal ilag Olarak Makrofunguslar.............cccceeveruerieeersrenrerseeeereseennns 2
1.2  Mikroorganizmalara Kars1t Makrofunguslar...........cccccooveniiinnnnnn 3
1.3 ESCherichia COli........ccooiiiiiiiiii e 4
1.4 Antimikrobiyallere Karsi Bakteri Dir€nci.......cc.ccooveiiviiiieiinninennene 5
1.5 Tez Calismasinda Kullanilan Makrofunguslar............c.ccccovveiiinnnnne 6
1.5.1  Fomes fomentarius (L.) Fr. ..o 6
1.5.2  Phellinus hartigii (Allesch. & Schnabl) Pat. ..........ccccccccnininnnnns 7
1.5.3  Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst.........ccccceviiieiieniniecicce e 8

1.6 Antimikrobiyal Aktiviteyi Belirlemek Icin Kullanilabilecek
YONEEMIET ... 9
1.6.1  Agar Disk Diflizyon YONTEMI.......cccooiriiiiininiiieeec e 9
1.6.2  Agar Kuyucuk Diflizyon YONteMi.........ccooeiieiiiiieiieiecicieen 10
1.6.3  Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) Testi..............cccuve..n. 11
1.6.4  Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu (MBK) Testi ................ 12
1.7  Tez Calismasinda Kullanilan Ekstraksiyon Coziiciileri ..................... 12
O R o= 0] =1 ] USSR 13
1.7.2  N-HEKZAN ..o 13
A TR (o] 0] (0] 1 1 [ SRS 14
174 ASBION ..ot 15
175  MELANOL ..ot 15
1.7.6  DISHIE SU .oviiiiieieiieieiece e 16
2. KAYNAK TARAMASI ...ttt 17
3. MATERYALLER VE YONTEMLER.......cococeceiteeeeeeeeeeeecee e, 21
3L MAEIYAHIEE ..o 21
311 Petri Kaplari. ..o 21
3.1.2  Plastik Falkon TUPIEri......ccccevieiiriiiiiiieiseee e 21
3.1.3  Filtre KAZ1d1....ccooiiiiiiiiiic 21
314 SEEHIOZE oo 22
3.1.5  Mueller HINtoN Broth........cccoooviiiiiiiiee e 22
3.1.6  Ekstraksiyon Coziicileri ve Dimetil Stlfoksit (DMSO) ............. 22
3.1.7  Buharlastirma Balonlari............ccccoovviiiiiiiiiiiinie e 22
3.1.8  Nutrient Agar BESIVET ......cccueieiirieiiieie st 22
3.1.9 96 Kuyucuklu Mikroplaka..........c.cccceviviiiiiiiiiiicie e 23
3.1.10  Siringa Uct Filtre......ooviiiiiiiic e 23

vii



3.2 CHNAZIAT s 23

321 OtOKIAV....coiiiiiiciic s 23
322 DISHHE SU..cvciiiiiiciciei 23
3.2.3  INKIDABT cevveececeeees ettt e 23
324 PIPEUEI ... 23
3.2.5  Doner BuharlagtiriCl. ....couoiviiiiiiiieiiesieeiee e 24
3.2.6  CalKalayICl ..vvviiiiiiiiiicciie i 24
327 TEIAZE cveeeiiieiiieeee e s 24
3.2.8  Mikroplaka OKUYUCU ..........cccoveiieiiieiie e 24
3.2.9  LIYOFIHZAION ..o 24

3.3 Arastirmada Kullanilan Makrofungus OrnekIeri........cooovvvevruevrvennee. 24
3.4  Arastirmada Kullanilan Mikroorganizmalar ..............ccccooeeiieninnnnn. 25
3.5  EKstraksiyon ISIEMi ....oeeveveuevceeeereeceeeeeeteeceeeeeeseesese s seseeeeenenns 25
3.6  Inokulum Hazirlanmasl ..........cccccoeeeuerererreeeueiiieeiesssesssee s, 28
3.7  Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi....................... 29
3.8 Minimum Bakterisidal Konsantrasyon Tayini .........cccccccvvereninennnnn 30
3.9 Zamana Bagh Oldiirme Kinetigi Deneyi.........cccoovvvvererivsrsnenenne, 31
3.10  Istatistiksel ANALZ .......cvvececveiecreieeciescie st 31
4, SONUGCLAR ...t 32
4.1  MIK Testi SONUGIAIT....cvevvveceeeeieieeeereeeieteseseeesees s sssesseeseeeseneees 32
4.1.1  P. hartigii Ekstraktlarmin MIK Degetleri ...........ccccoovevrrrrerernnnen. 32
4.1.2  F. pinicola Ekstraktlarinin MIK Degetleri .........cccoouerercrerrennnn 33
4.1.3 F.fomentarus Ekstraktlarinin MIK Degerleri .......ccc..cccrveunneen. 35

4.2  MBK Testi SONUGIATT.....ciiuiiiiiiiiieiiie e 37
4.2.1  P. hartigii Ekstraktinin MBK Degerleri .........ccoovrinviiiiieiennnnns 37
4.2.2  F. pinicola Ekstraktlarinin MBK Degerleri.........ccccooiviinininnnn. 38
4.2.3  F.fomentarus Ekstraktlarinin MBK Degerleri............cccccovnnnnen. 40

4.3  Ekstraktlarin Zamana Bagl Oldiirme Kinetigi Sonuglari .................. 41
4.4  Istatistiksel ANaliz SONUCIAT.........cevrviveeeecececececteeeecececececeeee e 42
5. TARTISMA ... 43
5.1 MIK ve MBK Degerlerinin Yorumlanmasi ............ccccceevevreveverenennn. 45
5.2 Zamana Bagh Oldiirme Kinetik Testinin Yorumlanmast .................. 48
B. SONUGC ...t bbb 49
7. ONERILER.......coooiiiiiiiiiiiiine e 50
KAYNAKLAR .ottt 51
EKLER. ... 60
EK A - ISTATISTIKSEL ANALIZ SONUCLARI .....ccccvviiiririiiicieians 60
EK B - KLINIK iZOLATLARIN DIRENC PROFILLERI.........c.cc0cvevnnee. 64
OZGECMIS ...ttt 65

viii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1.1 Fomes fomentarius (Chernilevsky, 2010)........cccocvrvvrienvniniieieeene 7
Sekil 1.2 Phellinus hartigii (VIKOV, 2017)......cccoeiieiiiie e 8
Sekil 1.3 Fomitopsis pinicola (Jenshn, 2006) .........ccccovevierenienieneee e 9
Sekil 1.4 Ornek inhibiSyon ZONIAIT .........ccevcveveveveveieeree e eeeens 10
Sekil 1.5 MIK (ATtuner, 2019) . ..c.ccvvvevcereiereeeeeeeieeseseeeeeeiesesessesse s enssaese s 12
SeKil 1.6 Petrol @Lerl.....ccuvvieeiiiiiei et e 13
Sekil 1.7 N-HEKZAN ..ot 14
SeKil 1.8 KIOTOTOIM ....cuvviiiiiiiiiic e 14
SEKIL 1.9 ASCLOM ...ttt st 15
SeKil 1.10 MeEtanol ..........uoveeiiiiiiie e 16
Sekil 1.11 Distile SU CTRAZI......cccviiiiiiiiiiiciie s 16
Sekil 3.1 Orneklerin SZUtHIMEST ......cvevreevevirirericieeire e 25
Sekil 3.2 Calkalama 1S1emi.......cc.eeieiiiiiiiiiie s 26
Sekil 3.3 Filtre kagid ile filtreleme islemi...........cceveeiiiiiiiiiii e, 26
Sekil 3.4 Doner buharlastirict .......oveoeeieeiieeeese e 27
Sekil 3.5 Siringa ucu filtre ile filtreleme islemi........c.ocoeeiiiieiinii, 28
Sekil 3.6 Ornek MIK €St c......vveceiveveirceceeieiiseseesssisieseeseseeesssessesssesesensssssesns 29
Sekil 3.7 INKIDASYON ....cucvvviiiececie ettt ettt 30
Sekil 3.8 Ornek MBK teSti.......overurvevreceerererisescssssessesessesssesssessssssssssssessesssssans 30
Sekil 3.9 Mikroplaka OKUYUCU .........ooiiiiiiiiieiiccee e 31
Sekil 4.1 P. hartigii ekstraktlarini MIK test SOnUGlart ..........ccccevevevevevevevennnee. 33
Sekil 4.2 F. pinicola ekstraktlarmnin MIK degerleri..........ccocooevvriveriirerernnennnn. 35
Sekil 4.3 F. fomentarus ekstraktinin MIK degerleri ...........cccovveuiveririeircneranans 36
Sekil 4.4 P. hartigii ekstraktlarinin MBK degerleri...........cccocoovviiiieninnnnnnn. 38
Sekil 4.5 F. pinicola ekstraktlarinin MBK testi sonuglari ............cccccevevennnenee. 39
Sekil 4.6 F. fomentarus ekstraktlarinin MBK testi sonuglart ..........cccceevveeennee. 41
Sekil 4.7 F. fomentarus’un metanol ekstraktinin B9’a kars1 zamana bagli
Oldiirme kinetik testi SONUCIATT .........ccviviiiiiiiiiii e 42



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 3.1 10 mL DMSO iginde ¢oziilen ekstrakt agirligi (gram)...........e.e.e. 27
Tablo 4.1 P. hartigii ekstraktlarinin MIK degerleri...........cocovvvevevereersveeennne, 32
Tablo 4.2 F. pinicola ekstraktlarmin MIK degerleri...........ccoovvrevercrerrircrennnne, 34
Tablo 4.3 F. fomentarus ekstraktinin MIK degerleri...........cccocovvevrrrerrvenennne, 36
Tablo 4.4 P. hartigii ekstraktlarinin MBK degerleri ..........cccccooviinincncnnnnnnn 37
Tablo 4.5 F. pinicola ekstraktlarinin MBK degerleri .........cocovvvevviiieivciiecnnenn, 39
Tablo 4.6 F. fomentarus ekstraktlarinin MBK degerleri...........cccccooeninininnnne 40
Tablo 5.1 E. coli tiirlerine kars1 F. fomentarus ekstraktlariim MBK/MIK

18] 21 1 PO P R OPRPRUPRPPRN 43

Tablo 5.2 E. coli tiirlerine kars1 P. hartigii ekstraktlarinin MBK/MIK orani...44
Tablo 5.3 E. coli tiirlerine kars1 F. pinicola ekstraktlarrin MBK/MIK orani..44



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

o : Alfa

B : Beta

Y : Gama

Kisaltmalar

ADT . Antimikrobiyal Duyarlilik Testi

CLSI : Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi
(Clinical Laboratory Standards Institute)

DMSO : Dimetil Sulfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

EC : Escherichia coli

HUS : Hemolitik Uremik Sendrom

IYE : Idrar Yolu Enfeksiyonu

KOB : Koloni Olusturan Birim

MBK : Minimum Bakterisidal Konsantrasyon

MHB : Mueller Hinton Broth

MIiK : Minimum Inhibitér Konsantrasyon

SCOP : Proteinlerin Yapisal Siniflandirilmasi
(Structural Classification of Proteins)

STEC : Shiga Toksin Ureten E. coli

RNA : Ribonikleik Asit

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

Xi



1. GIRIS

Mantarlar, besleyici ve ekonomik degerleri ve tibbi ozellikleri nedeniyle hem
gelismekte olan, hem de gelismis tilkelerde yaygin sekilde kabul gérmektedir. Bugtine
kadar yapilmis olan ¢alismalar, dzellikle pazar zincirinin en altindaki paydaslar igin,
en 6nemli odun dis1 orman {riinleri arasinda yer alan yabani mantarlarin ekonomik
onemine dair net kanitlar sunmaktadir (De Roman, 2010). Diinyada 3000’den fazla

mantar tiirii gida olarak tuketilmektedir (Garibay-Orijel vd., 2009).

Bununla birlikte, yenilebilir yabani mantarlar, potansiyel pazarlari hala tam olarak
gelismedigi i¢in, yeterince kullanilmayan genetik kaynaklar olarak degerlendirilebilir.
Diger gida tirtinlerinin kalitesi ile ilgili bildirilen kriterlerden bazilari, olaganiistii
organoleptik Ozelliklere ve ticari degere sahip olan yenilebilir mantarlar igin de
gecerlidir (Padulosi vd., 2002). Ornegin, Amanita caesarea (Scop.) Pers, Cantharellus
cibarius Fr. ve Boletus edulis Bull bunlara 6rnek olarak verilebilir. Bu mantar tirleri
6dullt yenilebilir mantarlar olarak kabul edilirler ve gida olarak kullanilan mantar
pazar taleplerinin biiyiik bir kismini karsilarlar. Ayrica bu mantalarlar benzeyen zehirli
tirlerden kolayca ayirtedilebildigi i¢in kirsal kesimdeki uzman olmayan kisiler

tarafindan da toplanmaya elverislidirler (Padulosi vd., 2002).

Makrofunguslar ayrica insan beslenmesinin gesitlenmesine ve gelismesine de katkida
bulunur ve bu sebepler insanlar tarafindan tercih edilirler (Palazzolo vd., 2012). Bu
durum, ekonomik degeri diisiik tarim Urtinleri Ureten ve bireysel olarak tiiketen kisiler
icin hem besin degeri yiiksek gida tiiketme, hem de bu mantarlari tolayip satarak ek
bir gelir kaynagi saglama potansiyeli dogurur (Zervakis ve Venturella, 2002). Ancak,
bu durum 6zellikle mantarlarin gereginden fazla talan edilmesine sebep olmakta, bu
sebeple makrofungus biyogesitliligini korumak amaciyla, gereginden fazla mantar
hasadi, mantarlarin kontrolsiiz ticareti ve modern, ancak uygun olmayan ormancilik
uygulamalari gibi gesitli faaliyetlerin, kontrol altinda tutulmasi1 gerekmektigi asikardir.
Diger bir deyisle, 6zellikle mantar biyolojik cesitliligi agisindan zengin alanlarin

koruma altina alinmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (Zotti vd., 2013).



1.1 Dogal Ila¢ Olarak Makrofunguslar

Makrofunguslarin tedavi edici 6zellikleri uzun yillardan beri bilinmektedir ve bu
sebeple mantarlar insanlar tarafindan caglar boyunca ila¢ olarak kullanilmistir.
Mantarlar veya mantarlardan elde edilmis bazi1 ekstraktlar Japonya, Cin ve Uzak
Dogu’daki birgok Ulkede oldukg¢a eski zamanlardan beri bagisiklik sistemi uyarici,
anti-enflamatuvar ve anti-kanser etkileri sebebiyle geleneksel tipta kullanilmigtir
(Hobbs, 2002). Amerika Birlesik Devletleri ve Israil gibi birgok llkede, mantarlar ile
ilgili yapilan c¢alismalardan elde edilen bilimsel veriler, tamamlayic1 tedavi
yontemlerinin uygulanmasinda kullanilmaktadir. Farmakolojik 0Ozellikler gosteren
mantarlarda, 6zellikle anti-kanser ve immuinolojik aktiviteyi ortaya koyan maddelerin
agirlikli olarak polisakkarit ve polisakkarit tabanli bilesikler oldugu bilinmektedir
(Wasser, 2002). Bu sebeple, yapilan aragtirmalar 6zellikle mantarlarda bulunan
polisakkarit ve polisakkarit-protein kompleksleri tizerinde yogunlasmaktadir. Bilim
insanlar1 bu bilesiklerin, tiimor gelisimini engellemenin yani sira, organizmanin
kendini savunma yetenegini de gii¢lendirdigini diisiinmektedir ve bu durumu, canlinin
kendini savunma potansiyelinin yani sira, biyolojik tepkileri degistiren bazi bilesiklere
baglamaktadir ~ (Leung vd., 2006). Ayrica yapilan ¢alismalar  bu
biyomakromolekdllerin, karsinojenez ve tiimor metastazini 6nleme kabiliyetine de
sahip oldugunu gostermistir (Guterres vd., 2005). Polisakkaritlerin anti-kanser
etkisinin mekanizmasi hala tam olarak anlasilamamistir, ancak bunlarin bagisiklik
hicrelerini aktive edebildikleri gosterilmistir. Literatiirde bu bilesiklerin lenfosit ve
makrofaj boltinmesini ve kanser antijenlerine yonelik interlokinler, interferonlar ve
immunoglobulinler dahil olmak Uzere sitokinlerin sentezini uyardigini gosteren

caligmalar mevcuttur (Moradali vd., 2007).

1970’1er ve 1980’lerde bir ¢ok anti-kanser polisakkarit, 6rnegin lentinan, sizofilan ve
PSK, PSP gibi Uzakdogu iilkelerinde ¢ok popiiler olan polisakkarit-protein
kompleksleri Lentinus edodes, Schizophyllum commune ve Trametes versicolor’dan
izole edilmistir (Mizuno vd., 1995). Ayrica Grifola frondosa, Sparassis crispa,
Agaricus blazei ve Phellinus linteus’ta kanser tedavisini desteklemek iizere yaygin
olarak besin ve tedavi takviyesi olarak kullanilan poli-p-D-glukanlar bulunmustur.

Ozellikle son yillarda, polisakkaritlerin anti-kanser ézellikleri, ézellikle izolasyonlari



ve biyolojik aktiviteleri ile ilgili konulara yonelik bircok calisma yapilmistir
(Hilszczanska, 2012).

1.2 Mikroorganizmalara Kars1 Makrofunguslar

Daha once de bahsedildigi gibi makrofunguslar yiiksek Kkaliteli proteine sahiptir ve
ayni zamanda 6nemli bir vitamin ve mineral kaynagidir. Ayrica, makrofunguslarin
hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve kanser gibi hastaliklarin 6nlenmesi igin yararl
terapotik besinler oldugu da bildirilmektedir. Trametes versicolor (anti-kanser),
Ganoderma lucidum (anti-kanser), Schizophyllum commune (antimikrobiyal ve anti-
kanser), Auricularia auricula-judae (anti-timdor, anti-diyabetik, antibakteriyel) bu
amagla kullanilan mantarlara 6rnek olarak verilebilir (Deka vd., 2017). Farkh
geleneksel tip uygulamalarinda c¢esitli mantar tdrleri kullanilmaktadir. Dogal
antimikrobiyal bilesiklerin kesfi amaciyla baglatilmis antimikrobiyal etki
taramalarinda makro mantarlarin eskiden beri kullanilmis olmas: ve elde edilen
sonuclara gdre mantarlarin antimikrobiyal potansiyel tasidiginin kanitlanmasi
sebebiyle, makrofunguslar antibakteriyel ilaclar icin potansiyel kaynak olarak

goriilmeye baglamistir (Opige vd., 2006).

Son yillarda tip alaninda biiyiik ilerleme kaydedilmis olmasina ragmen, Ozellikle
gelismekte olan tilkelerde mikroorganizmalarda ilag direncinin gelismesi nedeniyle
bakteriyel, fungal ve viral hastaliklar halk sagligini tehdit eden en 6nemli faktor olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Okeke vd., 2005). Bulasict hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan antimikrobiyal ilaglarin keyfi veya yanlig kullanim1 nedeniyle insan
patojeni olan birgcok mikroorganizmanin ¢oklu ila¢ direnci gelistirmesine sebep
olmustur. Insan bulasic1 patojenleri arasinda yaygin olan c¢oklu ilag direnci, yeni ve
etkili bir alternatif antimikrobiyal ajan konusunda siirekli arastirma yapilmasini
gerektirmistir (Wachtel-Galor vd., 2004). Baz1 makromantar turlerinin zengin dogal
antibiyotik kaynagi oldugu ve giiclii antioksidan 6zelliklere sahip ¢esitli kimyasallar
igerdigi  gosterilmistir (Keles vd., 2011). Bu islevsel oOzellikler, esasen
polisakkaritlerin, diyet lifinin ve Ozellikle kitin ve beta glukanlarin varligindan
kaynaklanmaktadir (Reshetnikov ve Tan, 2001). Cogu makrofungusa ait sekonder
metabolitler anti-tumdoral, antibiyotik, anti-viral (Bandara vd., 2015), anti-trombotik



ve imminomodilator etki (Mau vd., 2002) gosterdigi igin ve gesitli dogal ilaglarda
onemli bir rol oynamaktadir. Bazi bilim insanlari, farkli makrofunguslarin
antimikrobiyal aktivitelerini incelemis ve bu makrofunguslara ait aktiviteleri
kompozisyonlarinda bulunan peptidler, tanenler, terpenoidler, fenoller ve flavonoidler

gibi sekonder metabolitlerin varligiyla iliskilendirmislerdir (Alves vd., 2013).

Sekonder metabolitler, ¢esitli bulasici hastaliklar igin terapdtik maddeler olarak
kullanilma potansiyeline sahiptir (Clardy vd., 2004). Son yillarda dogal biyo kaynaklar
diinyanin farkli yerlerinde, farkli amaglarla kullanilmaktadir ve makrofunguslar, yeni
antimikrobiyal Uretilebilmesi igin alternatif bir kaynak olma potansiyeli tagimaktadir.
Gerek primer, gerekse sekonder metabolitler, yeni ilag 6ncii maddeleri olarak sinirsiz
firsatlar sunma potansiyeline sahip olmasina ragmen, mantar turlerinin sadece kigik
bir kism1 bu amaglar i¢in arastirilmistir (Cos vd., 2006). Mantarlar, yeni antimikrobiyal
bilesik arastirmalarinda arastirmacilarin dikkatini ¢gekmektedir. Mantarlardan bugline
kadar baz1 antimikrobiyal bilesikler izole edilmistir. Ancak, bugune kadar antibiyotik
etki goOsteren ve izole edilerek piyasaya surilen metabolitler sadece
mikromantarlardan elde edilmis bilesiklerdir (Wong vd., 2009). Makromantarlarin bu

potansiyeli ne yazik ki g6z ardi1 edilmektedir.

1.3 Escherichia coli

Escherichia, adin1 Dr. Theodor Escherich’ten almistir. Escherichia coli genellikle
kalin bagirsakta yasayan ve diski ile dogal olarak disar atilan ¢ubuk seklindeki Gram-
negatif basillerdir. E. coli enfeksiyonunun en yaygin goriildiigii yer idrar yoludur ve
Ozellikle iiretranin aniise yakin olmasi nedeniyle, kadinlarda goriilen tiim basit idrar
yolu enfeksiyonlarinin (IYE) %90’indan fazlasinin nedenidir. Idrar yolu E. coli
enfeksiyonlarma E. coli’nin iiropatojenik suslari neden olmaktadir (Scheutz ve
Strockbine, 2015). E. coli insan kalin bagirsaginin normal florasi arasindadir. Suslarin
cogu zararsizdir, ancak bazi suslari enterotoksinleri veya istila etmeye yonelik
faktorlerini kodlayan bakteriyofaj veya plazmit DNA alir ve patojenik hale gelir. Bu
viriilan suslar, diinya capinda ishal enfeksiyonlarinin yani sira neonatal menenjit,
septisemi ve IYE’ye neden olmaktadir (Makvana ve Krilov, 2015). Shiga toksini

ureten E. coli (STEC)’nin neden oldugu hastaliklarin semptomlar1 arasinda bazi



durumlarda kanli ishale (hemorajik kolit) ilerleyebilen karin kramplar1 ve ishal vardir.
Ates ve kusma da olabilir. Kulugka siiresi 3 ila 8 giin arasinda degisebilir ve bu slirenin
ortalamasi 3 ila 4 giindiir. Cogu hasta 10 giin i¢inde 1yilesir, ancak hastalarin kiigiik bir
kisminda, ozellikle kii¢iik ¢ocuklar ve yaslilarda enfeksiyon, hemolitik tiremik
sendrom (HUS) gibi yasamu tehdit eden bir hastaliga yol agabilir. HUS, akut bobrek
yetmezligi, hemolitik anemi ve trombositopeni (kanda diisiik sayida trombosit olmasi)

ile karakterizedir (WHO, 2017).
1.4 Antimikrobiyallere Karsi1 Bakteri Direnci

Antibiyotiklerin asirt kullanimi, yetersiz kullanimi ve gereksiz kullanimi ilag
direncinin ortaya ¢ikmasinda ve yayilmasinda ana faktorlerdir. Aslinda, bulasici
hastaliklar en yaygin goriilen hastaliklardir ve halé insan 6lumlerinin énemli nedenidir
(WHO, 2011). ilag direnci kavrami goriindiigiinden daha karmasiktir. Mikrobiyal
duyarlilik, dogal mikrobiyal popiilasyonlardaki fenotipik ve genotipik varyasyonlari
yansitan bir silirectir. Populasyonda secilen direngli varyantlari, patojen ve
antibiyotiklerin etki diizeyinin yan1 sira, antibiyotigin farmakokinetigi ve
farmakodinamigi ile belirlenmektedir  (Andersson ve Hughes, 2010).
Antimikrobiyallere karsi mikrobiyal direng, direngli fenotipler araciligiyla veya genel
adaptif streclerde antibiyotiklere hassasiyet sebebiyle degil, popiilasyon i¢inde hali
hazirda direnci tagiyan mikroorganizmalarin secilmesi ve ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikar.
Bununla birlikte, en yaygin bakteriyel diren¢ formu, mutasyon yoluyla genomik olarak
veya diren¢ elementleri icin gerekli bilgiyi kodlayacak yeni genetik materyalin
kazanilmasi araciligiyla ortaya c¢ikmaktadir. Antimikrobiyal ajanlara kazanilan
direncin ve ilag¢ inaktivasyonunun ana mekanizmalari bakteri direncinin ve ilag
inaktivasyonuna ana mekanizmalari, hedef modifikasyonu ve ilag salinimi ve azalan
alim yoluyla hedefe ulasilabilirlikte degisikligi hedeflemektedir (Brehm-Stecher,
2003). Direng genlerinin ve mutasyonlarinin ekolojik etkileri ve rolleri tam olarak
anlasilmamistir ve bazi istisnalar disinda, ¢ogu antibiyotik sinifina kars1 biyokimyasal

direng mekanizmalari gelismistir (Chopra vd., 1997).



1.5 Tez Cahismasinda Kullanilan Makrofunguslar

Bu tez ¢alismasinda asagidaki makrofungus turleri kullanilmistir.

1.5.1 Fomes fomentarius (L.) Fr.

Genellikle kav mantar1 olarak da bilinen Fomes fomentarius (L.) Fr., Avrupa, Asya,
Afrika ve Kuzey Amerika’da bulunan bir bitki parazitdir. Bu tiir, normalde kahverengi
olmasina ragmen, rengi giimiisi griden neredeyse siyaha dogru degisen renkte ve at
toynagina benzer bir sekildeki ¢ok biiyiik polipor fruktifikasyon organi Uretir (Vyas
vd., 2014).

F. fomentarius kuzey yarimkiiredeki ormanlarda yasayan bir tiir beyaz ciirikcil
mantaridir. F. fomentarius, bir ksilem endofiti olarak, canli ve 6lii agaglarin odununa
sizar ve burada hem parazit, hem de ayristirici rolii oynar. Kaym (Fagus sp.) ve hus
(Betula sp.) agaglar tercih edilen konaklardir, ancak F. fomentarius baska tiirlerin
bulundugu yerlerde de bulunabilir (Wasko vd., 2014). F. fomentarius’un kullanima,
ekolojik nisinin hemen Gtesine geger. Mantarin sert fruktifikasyon organlar1 binlerce
yildir insanlar tarafindan kullanilmaktadir, bunlarin kullanimina yonelik arkeolojik
izler 11,555 + 100 yil Oncesine kadar uzanmaktadir (Peintner vd., 1998). Antik
caglardan beri, F. fomentarius’un fruktifikasyon organinin yapisinda bulunan sert
lifler, koziin 6mriinii uzatmak i¢in kullanilmistir (Pegler, 2001). Aynu lifler geleneksel
olarak, yaralara uygulandiginda yiiksek diizeyde kan emici gorevi goren kece ve
kompres malzemesi Uretimi igin de islenmistir (Stamets, 2002). F. fomentarius
geleneksel Dogu Asya ve Slav tibbinda, tibbi 6zellikleriyle bilinmektedir (Hearst vd.,
2009). Agiz ilserleri, gastroenterik bozukluklar, hepatosiroz, iltthaplanma ve ¢esitli
kanserlerin tedavisinde farkli mantar preparatlarinin kullanildigi bilinmektedir ve
yapilan arastirmalar bunlarin ayrica antibiyotik 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir
(Chen vd., 2008). F. fomentarius hakkinda ortaya ¢ikan bu aktivite kanitlar1 1s181nda
Klinik vaka ¢alismalarin1 da gormek miimkiindiir. Bununla birlikte, hala tedavilerde
gozlemlenen etkilerinin arkasindaki F. fomentarius aktif bilesiklerinin ve

mekanizmalarinin tanimlanmasi gerekmektedir (Seniuk vd., 2011).



Sekil 1.1 Fomes fomentarius (Chernilevsky, 2010)

1.5.2 Phellinus hartigii (Allesch. & Schnabl) Pat.

Phellinus cinsi, Hymenochaetaceae familyasina ait 41 polipor cinsinden biridir. Index
Fungorum’a gore diinyada 138 Phellinus tiirii vardir. Diger ¢ogu polipor gibi Phellinus
mantarlar1 da saprotrofik beslenmeyle yasarlar. Phellinus igniarius, Phellinus linteus,
Phellinus gilvus, Phellinus pini ve P. hartigii gibi bu tiir mantarlar, saghiga cesitli
yararlart ile bilinir ve genellikle geleneksel Asya tibbinda kullanilmaktadirlar (Zapora
vd., 2016). P. hartigii sadece ¢ok yillik bitkilerin dagimik oldugu yayildig: yerlerde
nadir olarak gorunir. Genellikle, yasli koknar agaglarinda oldukg¢a fazla bulunurlar,
ancak ladinler Uizerinde daha az yaygin gortinurler. Canli ve 6li agaglarda meyve veren
saproparazit curiimeye neden olur (Zibarova, 2016). P. hartigii’nin ¢cam, kdknar ve

porsuk agacinda yetistigi bildirilmistir.

P. hartigii’nin fruktifikasyon organlari ¢ok yilliktir ve sekil olarak degisiklik gosterir.
Govde iizerinde olustuklarinda, 45°°1ik agil1 iist ve alt ylizeylere sahip uzunlamasina
licgen ana hatlar1 vardir ve 5-15 cm genisliginde olabilirler. Ana sekli agisindan toynak
seklinde goriindiigii sdylenebilir. Ust yiizey koyu kahverengi ile siyah arasinda, alt
ylzey ise kahverengi ve poroiddir. Dallarin alt yiizeyinde olustugunda, fruktifikasyon
organlar1 genellikle resupinattir. TUm fruktifikasyon organlarindaki porlar mm bagina

5-7 adet olacak sekilde kiigiik ve dairesel ana hatlara sahiptir.



Clrime bazen, 6z odundan yayilan enfekte agag¢ alani seklinde ortaya ¢ikmaktadir.
Clrtme genellikle kambiyumun bir bélimUna 6lduren yara veya 6li dallar ve bodur
okseotu enfeksiyonlari ile birlikte goriiliir. Bozulmanin ilk agamalari, saman rengiyle
mor arasinda ve diizensiz bir sekilde goriilmektedir. Daha sonraki agamalarda agac
beyaz bir gorlinlim alir ve bazen bdlgesel veya acik kahverengi ¢izgiler halinde
bulunur. Ciirliyen agaglarda genellikle ¢cok sayida ¢izgi vardir (Forestry Development,
2011).

Sekil 1.2 Phellinus hartigii (Vlkov, 2017)

1.5.3 Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst

Fomitopsis, P. Karsten tarafindan 1881’de onerilen kozmopolit bir cinstir ve simdiye
kadar yaklagik 29 tiirii bildirilmistir (Gomes-Silva vd., 2015). Fomitopsis tiirleri, canli
veya Oli igne yapraklilarda ve sert agaglarda kahverengi cliriimeye neden olur
(Ryvarden ve Johansen, 1980). Cins, efuze refleksli, beyaz ila pembemsi veya
kahverengi ila koyu kahverengi bazidiyuma sahip, poroid, yuvarlak, koseli ila
duzensiz porlu, dimitik veya trimitik hif sistemli, sistidin bulunduran veya
bulundurmayan ve Melzer reaktifinde negatif, silindirik, hiyalin, pirizsuz
bazidiosporlar1 bulunmaktadir (Ryvarden ve Johansen, 1980; Carranza-Velazquez ve
Gilbertson, 1986). Bircok Trametes Fr. tirleri morfolojik olarak Fomitopsis’e
benzerdir, ama beyaz ¢urimeye neden olurlar. Cinsin, tiirleri birkag zayif iliskili soya

yayilmis polifiletik bir cins oldugu gosterilmistir (Kim vd., 2005).



Sekil 1.3 Fomitopsis pinicola (Jenshn, 2006)

1.6  Antimikrobiyal Aktiviteyi Belirlemek icin Kullanilabilecek Yéntemler
1.6.1 Agar Disk Diflzyon Yontemi

1940 yilinda gelistirilen agar disk difuzyon testi, birgcok klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda rutin antimikrobiyal duyarlilik testi icin kullanilan yontemdir.
Gilinlimiizde, bakteri ve maya testlerinde kullanilmasi kabul edilmis ve onaylanmis
bircok standart Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) tarafindan yaymlanmaktadir. Zor Ureyen bakterilerin timi
bu yontemle dogru bir sekilde test edilemese de, Streptokoklar, Haemophilus
influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Neisseria gonorrhoeae ve Neisseria
meningitidis gibi bazi1 gii¢ iireyen bakteriyel patojenleri, spesifik kiiltiir ortamlari,
cesitli inkiibasyon kosullar1 ve inhibisyon bdlgeleri i¢in yorumlayici kriterler
kullanarak test etmek igin standardize edilmistir. Yaygin olarak kullanilan bu
yontemde, agar plakalari, test mikroorganizmasinin standart bir inokulumu ile agilanir.
Ardindan, istenen konsantrasyonda test bilesiklerini igeren yaklasik 6 mm capinda
kagit diskler agar yiizeyine yerlestirilir. Petri kaplari uygun kosullar altinda inkiibe
edilir. Genel olarak, antimikrobiyal ajan agara yayilir ve test mikroorganizmasinin
Uremesi ve c¢ogalmasini inhibe eder ve ardindan inhibisyon zon caplar 6lgiiliir
(Balouiri vd., 2016). Bu difuzyon teknikleriyle genellikle bakterisidal ve
bakteriyostatik etkiler ayirt edilemez. Minimum inhibisyon konsantrasyonlar

(MIK’ler) belirlenemez ve bunlar genellikle 6n tarama igin kullanilir, yani diske



yuklenen ekstrakt miktar1 kantitatif olarak belirlenmediginden kalitatif bir test olarak
kullanilir. Bazi aragtirmacilar, agar difiizyon yontemiyle elde ettikleri MiK degerlerini
rapor etmislerdir, ancak disk difiizyon analizinde belirlenen yiiksek aktivite ile
mikroplak yoéntemindeki diisiik MIK degerleri arasinda mutlaka korelasyon olmasi
gerekmez. Agar disk difiizyon teknigi yalnizca saf maddelerin antimikrobiyal
duyarhilik testi (ADT) i¢in kullanilabilir, ¢linkii farkli difiizyon oranlar1 sergileyen
bilesenlere sahip karisimlara uygulandiginda giivenilir sonu¢ vermeme riski

bulunmaktadir (Ncube vd., 2008).

Sekil 1.4 Ornek inhibisyon zonlar

1.6.2 Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemi

Agar kuyucuk difuzyon yonteminin ilkesi agar disk difiizyon yoéntemindekine
benzerdir (Das vd., 2010). Bitkilerin veya mikrobiyal ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitesini degerlendirmek igin yaygin olarak agar kuyucuk difiizyon yontemi
kullanilmaktadir. Disk diflizyon yonteminde kullanilan prosediire benzer sekilde, agar
plakasi yiizeyi, tiim agar yiizeyine bir miktar mikrobiyal inokulum yayarak inokiile
edilir. Daha sonra, steril bir mantar delici veya bir ug kullanilarak aseptik olarak 6 ila
8 mm capinda bir delik delinir ve istenen konsantrasyonda ve belirli bir hacimdeki (20
-100 pL) antimikrobiyal ajan veya ekstrakt ¢ozeltisi kuyucuga aktarilir. Daha sonra

agar plakalari, test mikroorganizmasina bagl olarak uygun kosullar altinda inkiibe

10



edilir. Antimikrobiyal ajan, agar ortaminda yayilir ve test edilen mikrobiyal susun

biylmesini inhibe eder (Mayrhofer vd., 2008).
1.6.3 Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Testi

Minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MiK’ler), 18 - 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda bir mikroorganizmanin goriiniir biiylimesini engelleyecek en diisiik
antimikrobiyal konsantrasyon olarak tanimlanir. MIK degeri, tanilama laboratuvarlar:
tarafindan, mikroorganizmalarda var olan mikrobiyal direnci dogrulamak igin
kullanilir. Bunun yan1 sira yeni antimikrobiyallerin in vitro aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla da araci kullanilmaktadir ve bu tiir ¢alismalardan elde edilen veriler, MIK

smir degerlerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Andrews, 2001).

MIK, dremeyi gozle gorinlr sekilde tamamen inhibe eden en diisiik ajan
konsantrasyonudur; ¢iplak gozle degerlendirildiginden, tek bir koloni veya
inokiilasyon noktasindaki ince bir bulaniklik géz ardi edilir. Bir seri konsantrasyon
yelpazesinde minimum mikroorganizma gelismesinin oldugu konsantrasyon ve bu
konsantrasyonun  Gzerinde mikroorganizmay: inhibe eden daha yiksek
konsantrasyonlar uygun besi yerlerine alt kilturler yapilarak ve yeniden test edilerek
arastirilir. Bu sekilde degisen konsantrasyon serisinin denenmesi, kontaminasyon,
direncli sus veya f-laktamaz Ureten organizmalarin gozlenmesini saglayabilir veya
inklibasyon suresi uzatilirsa, kullanilan etken maddenin bozulmasinin ardindan duyarh
mikroorganizmalarin yeniden biiyiimesini gosterebilir. Stilfonamid ve trimetoprimli
uc noktalarda biiyiimede bir azalma goriilebilir ve ger¢ek MIK’in lzerindeki birkag
seyreltmede bir blylime bulanikligi gorilebilir (European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 2000).
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Sekil 1.5 MiK (Altuner, 2019)

1.6.4 Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu (MBK) Testi

MBK, belirli bir bakteriyi o6ldiirmek icin gereken en diisiik antibiyotik
konsantrasyonudur. 24 saatlik inkilbasyonun sonunda, kiiltiirlerin MIK degeri bulunur
ve daha sonra ¢iplak gozle berrak gorulen kuyucuklar agar besiyerine pasajlanarak

Uremenin olmadigi en diisiik konsantrasyon MBK olarak belirlenir (Y1lmaz, 2012).
1.7 Tez Cahismasinda Kullanilan Ekstraksiyon Coziiciileri

Yapilan c¢alismalar ¢oziicii etkileri nedeniyle, kloroform, aseton ve metanoliin, sicak
su ekstraksiyon yontemine gore daha iyi ekstraksiyon sagladigini gostermistir; bu
nedenle ¢alismalarda genellikle ekstraksiyon igin temel ¢Ozlicli olarak bu ¢oziictler
kullanilmistir (Dogan vd., 2013). Bu tez calismasinda kullamilan ekstraksiyon
coziiciileri polaritelerine ve kaynama noktalarina gore sec¢ilmistir. Petrol eteri, n-
hekzan, kloroform, aseton, metanol ve su kullanilarak, olabildigince fazla bilesigin
ekstraksiyonu i¢in bir dizi polarite olugturulmustur. Farkli polariteye sahip ¢oziiciiler
sayesinde, farkli polaritedeki bilesikler ekstrakte edilebilmistir. Kaynama noktalari ise
sicaklig ¢ok yiikseltmeden buharlasabilen ¢oziiciilere gore secilmistir, ¢linkii yliksek

sicaklikta ¢oziicliniin buharlastirilarak uzaklastirilmasi ekstrakte edilen 1siya duyarli
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bilesiklerin aktivitesini etkileyebilir. Ekstraksiyon prosediirlerinde kullanilan

ekstraksiyon ¢oziiciileri agsagida listelenmistir.

1.7.1 Petrol eteri

Petrol eteri, kimya ve farmasotik kimya laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan
laboratuvar ¢oziiclilerinden biridir. Kimyasal coziiciilerin ¢ogu, kronik maruziyet
durumunda agik¢a tanimlanamayan gecikmis toksik maruziyet etkilerine neden olur.
Petrol eteri, farmakognostik caligmalarda bitkisel ve biyolojik maddelerin
ekstraksiyonunda kullanilan bir ¢éziiclidiir. Baz1 ¢caligmalarda, bilim insanlari, bitkisel
ekstrakt veya eser miktarda kalan ¢oziicii etkisiyle iligkili olabilecek petrol eteri

kaynakli piloereksiyon gozlemlemistir (Parasuraman vd., 2019).

Sekil 1.6 Petrol eteri

1.7.2 n-Hekzan

Gundmduzde, uzaklastirma kolayligi veya diisik kaynama noktasi gibi gesitli
avantajlar1 nedeniyle yaglarin ekstraksiyonunda en ¢ok kullanilan ¢6ziicii, hekzandir.
Ayrica, lipit ¢oziniirliigii acisindan da ideal islevsellikler sunmaktadir. Bununla
birlikte, n-hekzan fosil yakitlardan Uretilir ve endustriyel hekzanin ana bilesenlerinden
biri olan n-hekzanin reprotoksik oldugundan siiphelenilmektedir, bu da endiistriyel

Olcekte kullanimini tartismali hale getirmektedir (Sicairea vd., 2015).
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Sekil 1.7 n-Hekzan

1.7.3 Kloroform

Verimliligi nedeniyle en ¢ok kullanilan ¢oziiciilerden biri de kloroformdur.
Triklorometan (CHCIs) olarak da bilinir. Hizli etki, kullanim kolayligi, diisiikk maliyet
gibi  Ozellikleri nedeniyle dis hekimligi uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kloroform sitotoksik etkiler olusturabilir ve

potansiyel olarak kanserojendir (Poggio, 2017).

F25

stabilized with approx 1%

ert mit ca 1 % Ethanol

e avec d'éthanol denv 1%
to con etanolo ca 1%

Sekil 1.8 Kloroform

14



1.7.4 Aseton

Aseton, bitki numunelerindeki bir¢ok hidrofilik ve lipofilik bileseni ¢ozer. Su ile
karisabilir, ugucudur ve kullanilacak biyolojik aktivite testlerinde diisiik toksisiteye
sahiptir. Ozellikle daha fazla fenolik bilesik ekstrakte edilmesi gereken antimikrobiyal
calismalar i¢in ¢ok faydali bir ekstraksiyon ¢Oziiclisiidiir. Daha 6nce yapilan bir
calismada, sulu asetonla tanenlerin ve diger fenoliklerin ekstraksiyonunun sulu
metanolden daha iyi sonug verdigi bildirilmistir. Hem asetonun, hem de metanolin,

antimikrobiyal aktiviteye sahip olan saponinleri ekstrakte ettigi bulunmustur (Tiwari

ve Sharma, 2011).

<
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=
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z

=

Sekil 1.9 Aseton

1.7.5 Metanol

Metanol (CH3OH) ¢ogu alanda yaygin olarak uygulanan temel bir kimyasal tiriindiir
(Liu vd., 1998). Metanol, kimya endiistrisinde yaygin olarak hem ¢oziicii, hem de
reaktif olarak kullanilmaktadir. Ancak bircok maddeyle, ozellikle de esterlerle
azeotroplar olugturmaktadir. Metanol, genellikle kullanilmis ¢oziiciilerden veya basit
damitma ile reaksiyon karisimlarindan c¢ikarilamaz. Bu problemin ¢oziimii igin

oldukga karmasik stiregler gelistirilmistir (Briischke ve Wynn., 2000).
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Sekil 1.10 Metanol

1.7.6 Distile su

Distile su, antimikrobiyal aktiviteye sahip bitki Grinlerini ekstrakte etmek icin
kullanilan evrensel bir ¢oziiciidiir. Geleneksel sifacilar esas olarak su kullansa da,
organik c¢ozuculerden elde edilen bitki ekstraktlarinin, su ekstraktlarina kiyasla daha
tutarli antimikrobiyal aktivite sagladigi bulunmustur. Ayrica distile suda ¢ozinar
flavonoidlerin (¢ogunlukla antosiyaninler) antimikrobiyal onemi yoktur ve suda
¢ozliniir fenolikler yalnizca antioksidan bilesik olarak 6nemlidir (Tiwari ve Sharma,
2011).

Sekil 1.11 Distile su cihaz1
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2. KAYNAK TARAMASI

Kolundzi¢ vd. (2016), F. fomentarius (L.) Fr (Polyporaceae) (kav mantari)’un
siklohekzan, diklorometan, metanol ve sulu ekstraktinin dokuz bakteri susu
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Bacillus
subtilis, Enterococcus feacalis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella abony) ile birlikte 10 farkli klinik izolata ve bir
Helicobacter pylori referans susuna karsi antibakteriyel aktivitesini incelemistir.
Ekstraktlarin 9 bakteri susuna karst minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK)
125-250 g/mL araliginda bulunmustur. MIK degerleri 4-32 g/mL arasinda olan
metanol ve su ekstraktlart H. pylori’ye karsi 6nemli aktivite gostermistir. Ayrica, test
edilen ekstraktlarin sitotoksisite testlerinin sonuglar1 anlamli bulunmustur. Su
ekstraktinin en yiiksek aktivitesi HeLa hiicrelerine kars1 8,31 + 1,18 g/mL ICso degeri
ile etki ederken, N87 hiicrelerine kars1 aktivitesi 64,46 + 3,13 g/mL ICso degeri ile
olmus, ancak normal MRCS5 hiicre hattina karsi herhangi bir aktivitesi olmadig:

goriilmistiir (>200 g/mL).

Baska bir ¢aligmada Nowacka vd. (2015), Polonya’da bulunan F. fomentarius ve F.
pinicola dahil otuz mantar tiriinden ekstrakte edilen fenolik bilesiklerin anti-radikal
potansiyelini test etmisler ve ayrica Gram pozitif (S. epidermidis, S. aureus, B. subtilis
ve M. luteus) ve Gram-negatif (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus
mirabilis) suslarina karg antibakteriyel aktiviteyi analiz etmislerdir. Mantarlar, yiiksek
derecede aktivite gosteren F. fomentarius’tan, zayif derecede aktivite gosterdikleri
Russula fragilis’e kadar olduk¢a farklilagsmis anti-radikal aktivite gostermis olup,
bunlarin ICsp konsantrasyonlart mg DPPH basina sirasiyla 1,39 mg ila 120,54 mg
arasinda bulunmustur. Fenolik igerik ile anti-radikal aktivite arasinda anlamli bir iliski
oldugu gosterilmistir.  Mantarlarin  antimikrobiyal  potansiyelleri  farklilik
gostermektedir (MIK, 0,156 - 5 mg/mL). Genel olarak, Gram pozitif suslara kars
aktivitenin Gram-negatif suslara karsi aktiviteden biraz daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Bu, arastirilan tiirlerin ¢ogunun kimyasal bilesimi ve biyolojik

aktivitesiyle ilgili ilk ¢aligmadir.
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Dundar vd. (2016), Agaricus arvensis, Agaricus campestris, Armillaria mellea, F.
fomentarius, Coprinus micaceus, Coriolus versicolor ve Lactarius deliciosus gibi
cesitli yenilebilir mantar tiiriinlin metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerini
incelemistir. Yaptiklar1 ¢alismada ekstraktlarin alti1 adet mikroorganizmaya karsi
antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in disk diflizyon yontemi kullanilmistir. Ek
olarak, mantarlar sitotoksik, anti-kolinesteraz ve antioksidan kapasiteleri agisindan
incelenmistir. Mantarlarin fenolik asit bilesimleri de analiz edilmistir. Genellikle L.
deliciosus ve F. fomentarius metal selatlama, anyonik siiperoksit radikallerinin
temizlenmesi, toplam antioksidan, DPPH radikallerinin temizlenmesi ve indirgen gic
aktivitesi testleri gibi antioksidan test sistemlerinde en yiksek aktiviteleri
gostermiglerdir. F. fomentarius ekstraktinin S. aureus (4 £ 0,3 mm), M. luteus (13 £
0,5 mm), Enterococcus hirae (6 = 0,7 mm) ve P. aeruginosa (8 + 0,7 mm)’ye kars1
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu, ancak E. coli ve B. subtilis’e karsi hicbir
aktivite gostermedigi ortaya konmustur. Ayrica F. fomentarius icgerisindeki toplam

fenolik asit miktar1 986,23 mg/kg olarak bulunmustur.

Altuner ve Akata (2010) Infundibulicybe geotropa, Lactarius controversus, L.
deliciosus ve P. hartigii gibi bazi makrofungus ekstraktlarinin Candida albicans
ATCC 26555, E. coli ETEC LM 63083, P. aeruginosa, Salmonella enterica serotype
Typhimirium SL 1344 ve Shigella flexneri (klinik izolat)’a karsi antimikrobiyal
aktivitesini disk diflizyon testi ile incelemistir. P. hartigii’nin 20-23 mm arasinda
degisen bir inhibisyon zonu ile S. flexneri’ye karsi antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugunu bulmuslardir. Ayrica, P. hartigii ekstraktinin E. coli’ye kars1 inaktif oldugu

bulunmustur.

Dresch vd. (2015) ¢alismalarinda, geleneksel Avrupa tibbinda bilinen F. fomentarius,
F. pinicola ve Piptoporus betulinus olmak tizere ii¢ farkli tibbi mantar kullanmstir.
Etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal ve antifungal ozellikleri toplam 22 susla
karsilastirilmistir. Higbir F. fomentarius ekstrakti B. subtilis’e kars1 antimikrobiyal
aktivite gdstermemis, ancak MIK degerleri 250 veya 500 pg/mL olan bazi ekstraktlar
S. aureus’a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Tim F. pinicola ekstraktlari ise
hem MIK degeri 31 - 125 pg/mL ile B. subtilis’e, hem de MIK degeri 31 - 500 ug/mL

ile S. aureus’a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir.
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Bala vd. (2011) su, etanol ve hekzan ile ekstrakte edilen Fomitopsis dahil kirk yedi
makrofungus 6rneginin antimikrobiyal aktivitesini incelemistir. Toplam su ve etanol
ekstraktlari, S. aureus’a karsi E. coli’ye kiyasla daha etkili olurken, hekzan ekstraktlari
sadece daha yuksek konsantrasyonlarda E. coli’ye kars1 antimikrobiyal potansiyelleri
bakimindan daha iyi sonuglar vermistir. Ayni zamanda, Agaricus (Agaricaceae),
Amanita (Amanitaceae), Boletus (Boletaceae), Cantharellus (Cantharellaceae),
Fomitopsis  (Fomitopsidaceae), = Hohenbuehelia  (Pleurotaceae),  Lentinus
(Polyporaceae), Ramaria (Gomphaceae) ve Strobilomyces (Boletaceae) cinsleri
icindeki baz1 makrofungus i¢in bulunan sonuglar, test edilen patojenlerin gelismesini

etkili bir sekilde engelledigini gostermistir.

Khadhri vd. (2017), Lentinus tigrinus (Bull.) Fr., F. pinicola (Sw.) P. Karst, Inonotus
hispidus (Bull.) P. Karst ve Ramaria formosa (Pers.) ekstraktlarinin hem gram pozitif
(B. subtilis ve S. aureus), hem de gram negatif (E. coli, Proteus vulgaris, K.
pneumoniae ve P. aeruginosa) bakterilere karsi antimikrobiyal potansiyelini
belirlemislerdir. Agar seyreltme yontemiyle bulunan sonuglar, MiK degerlerinin F.
pinicola ekstraktlarinin mikroorganizmalar ilizerine etkisinin ekstrakttan ekstrakta
degisim gosterdigini gbzlenmistir. Metanol ve etil asetat ekstraktlarmin E. coli’ye
kars1 MIK degerleri sirasiyla 0,8 ve 1,6 mg/mL olarak bulunmustur. En yiiksek
inhibisyon zonu ve en diisilk MIK degerini F. pinicola’nin sergiledigi gdzlenmistir.
Sonuclardan, F. pinicola’nin metanol ekstraktinin, E. coli’ye karsi etil asetat
ekstraktindan daha iyi antimikrobiyal aktivite sergiledigi agik¢a goriilmiistiir. Dort
mantar tiirlinlin hepsinin hem etil asetat, hem de metanol ekstraktlarinin tiim bakteri
suslarinin biiyiimesini farkli derecelerde etkiledigi bulunmustur. Genellikle mantar
ekstraktlarinin, gram-negatif bakterilere kiyasla gram-pozitif bakterilere karsi daha

etkili oldugu kanitlanmistir.

Jiang ve Bao (2011) F. fomentarius fruktifikasyon organinin su, metanol, aseton, etil
asetat, kloroform ve petrol eteri ekstraktlarmin antimikrobiyal aktivitesini disk
diflizyon yontemi ve plaka kaplama yontemi ile incelemiglerdir. Sonuglar, F.
fomentarius’un tiim ekstraktlarinin, Candida albicans JLC 31680, C. albicans JLC
31681, E. coli ATTC 8099 ve S. aureus ATCC 6538 iizerinde farkli derecelerde

inhibitor aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir. Su ekstraktlari, sirastyla 50 mg/mL

19



ve 25 mg/mL minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) ile S. aureus ve E. coli
lizerinde belirgin inhibe edici aktivite gdstermistir. Ote yandan metanol ekstraktlarinin

S. aureus ve E. coli’ye karst MIK degeri 12,5 mg/mL olarak gézlenmistir.

Pala vd. (2019), baz1 mantar ekstraktlarinin antimikrobiyal potansiyelini, yaygin
olarak bulunan bazi patojenik bakteri ve mantarlara karsi test etmistir. Calismada, L.
tigrinus (Bull.) Fr., F. pinicola (Sw.) P. Karst, I. hispidus (Bull.) P. Karst ve R. formosa
(Pers.) Quel. olmak Uzere dort mantar tlrl agar kuyucuk difiizyon yontemi ile hem
gram-pozitif (B. subtilis ve S. aureus) hem de gram-negatif (E. coli, P. vulgaris, K.
pneumoniae ve P. aeruginosa) ve mantarlara (S. cerevisiae, C. albicans, P.
chrysogenum ve A. fumigates) karsi antimikrobiyal aktiviteleri agisindan
degerlendirilmistir. Sonuglar, tiim mantar ekstraktlarinin etil asetat ve metanol
ekstraktlarinin, bakteri ve mantarlarin ¢oguna karsi dnemli antimikrobiyal aktivite
gosterdigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, bu mantarlarin sulu ekstraktlarinin ya
hi¢ etki etmedigi, ya da dnemsiz antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur. F.
pinicola’nin hem etil asetat, hem de metanol ekstraktlari segilen mikroorganizmalara
kars1 gliglii antimikrobiyal aktivite sergilemistir. F. pinicola’nin 150 mg/mL
konsantrasyonda neredeyse 10 ug gentamisin ve 50 g nistatine paralel antibakteriyel
ve antifungal aktivite gostermistir. Bu sonug, F. pinicola’nin genis mikroorganizma
yelpazesine kars1 gliclii antimikrobiyal aktivite gosteren ve gelecek vaat eden mantar

tiirlerinden biri oldugu anlamina gelmektedir.
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3. MATERYALLER VE YONTEMLER

3.1 Materyaller

Bu tezde asagida belirtilen materyal ve cihazlar kullanilmigtir:

3.1.1 Petri Kaplari

Calismada polistirenden yapilmis 94 x 16 mm boyutlarinda plastik Petri kaplart
kullanilmistir. Bu Petri kaplar1 yaklasik 80°C’ye kadar 1s1ya dayaniklidirlar. Bakteri,
maya ve kiif gibi mikroorganizmalar kiiltiire etmek icin biyolojide yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kat1 veya yar1 kati yiizeylerde biiyiiyen organizmalar i¢in en uygun
malzemedir. Calismada kullanilan Petri kaplari, Firatmed (Ankara) firmasindan temin

edilmistir.

3.1.2 Plastik Falkon Tupleri

20 x 100 mm boyutlarinda olan ve inokulum hazirlamak plastik falkon deney tlpleri
kullanilmistir. Calismada, steril ve tek kullanimlik plastik falkon tiipleri (Tarsons,

Hindistan) tercih edilmistir.

3.1.3 Filtre Kagidx

Calismada 125 milimetre ¢apinda filtre kagidi (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilmistir.
Filtre kagidi, filtreleme islemi sirasinda ekstraktlarda bulunan kaba partikulleri
ayirmak i¢in kullanilan yari gegirgen bir kagittir. Filtre kagidi cam huniye
yerlestirildikten sonra filtre edilecek ekstraktlar filtre kagidi iizerine dokiilmiistiir.
Cozlcl icinde ¢Ozinmeyen kaba partikiller filtre kagidinda kalarak c¢ozeltiden
ayrilmig ve ¢oziicli iginde ¢ozlinmiis daha ince ekstrakt buharlagtirma balonlarina

aktarilmustir.
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3.1.4 Steril Oze

Microloop, (Birlesik Krallik) marka steril tek kullanimlik 6zeler mikroorganizmalarin

ekiminde ve transferinde kullanilmistir.

3.1.5 Mueller Hinton Broth

Mikroorganizmalar1 biiyiitiilmesi ve mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarliligini
belirlenmesi icin Mueller Hinton Broth (Merck, Almanya) kullanilmigtir. Mueller
Hinton Broth (MHB), antimikrobiyal duyarlilik testi igin standart kiiltiir besiyeri
olarak kullanilmaktadir. Besiyerinin performans: Klinik ve Laboratuvar Standartlari

Enstitiisii ile uyumludur ve DSO sartlarini karsilamaktadir.

3.1.6 Ekstraksiyon Cozuculeri ve Dimetil Stlfoksit (DMSO)

Makrofungus orneklerinden aktif bilesikleri ekstrakte etmek igin kullanilan tim
ekstraksiyon cozuculeri ve ekstrakt stoklarini hazirlamak ig¢in kullanilan %2’lik

dimetil stilfoksit (DMSO), Merck (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

3.1.7 Buharlastirma Balonlari

S&H Labware (ABD) marka satin alman buharlasma balonlar1 ekstraksiyon

¢Oziiciilerinin buharlastirilmasinda kullanilmistir.

3.1.8 Nutrient Agar Besiyeri

Cok ¢esitli mikroorganizmanin gelismesini destekleyen ve mikroorganizmalari
blyutilmesinde kullanilan etkili bir besiyeri olan nutrient agar besiyeri, ¢alismada

Merck (Almanya) marka olarak tercih edilmistir.
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3.1.9 96 Kuyucuklu Mikroplaka

Tez calismasinda ekstraktlarn MIK degerlerinin belirlenmesi icin Citotest (Cin)
marka mikroplaklar kullanilmistir. Plakadaki kuyucuklar say1 ve harflerle etiketlenmis

olup; sag iist kosedeki ¢entik, plaka yoniiniin dogru belirlenmesini saglamaktadir.

3.1.10 Siringa Ucu Filtre

Tez galigmasinda Sartorius (Almanya) marka siringa ucu filtre (0,45 pum) %2’lik

DMSO ¢ozeltisinde ¢oziilmiis ekstrakt stogunu sterilize etmek i¢in kullanilmistir.

3.2 Cihazlar

3.2.1 Otoklav

Calismada kullanilan hem besiyerini, hem de diger ekipmanlari sterilize etmek igin

otoklav (Daihan, Wiseclave, Kore) kullanilmistir.

3.2.2 Distile Su

Aragtirmada kullanilan distile su, Human Corporation (Kore) tarafindan iiretilen

Laboratuvar Tipi Su Distilasyon cihazi kullanilarak iiretilmistir.

3.2.3 inkiibator

Sabit sicaklikta bakteri ve mantar yetistirmek icin Selecta (Ispanya) firmasi tarafindan

tiretilen inkiibator kullanilmistir.

3.2.4 Pipetler

Calismada, coziciileri, ekstraktlar1 ve kiiltlir ortamini aktarmak i¢in Microlit

(Hindistan) firmasi tarafindan iiretilen pipetler (10 - 100 puL) kullanilmistir.
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3.2.5 Doner Buharlastirici

Ekstraktlarin i¢indeki ¢oOziiciilerin buharlastirilmast igin doner buharlagtirict

(Heidolph, Almanya) kullanilmistir.

3.2.6 Calkalayici

Ekstraksiyon isleminde, ekstraksiyon c¢oziiciileri iginde makrofungus oOrneklerini
calkalamak icin standart bir laboratuvar calkalayicist (Daihan, WiseShake, Kore)

kullanilmustir.

3.2.7 Terazi

Yapilan deneylerde tartilmasi gereken biitiin kimyasallar Precisa (Isvigre) firmasindan

alinan terazi ile tartilmistir.

3.2.8 Mikroplaka Okuyucu

Zamana bagli 6ldiirme (time-kill) kinetigi deneyinde mikroplaka okuyucu (EPOCH 2
B1O-TEK) kullanilmistir. Cihaz Uzerinde bulunan Epoch 2 program, tek ve ¢ift dalga
boyu absorbsiyonlar1 ve kinetik 6l¢iimler dahil olmak {izere ¢esitli okuma modlarina
izin vermektedir. Spektral tarama ile tanimlanan tim numunelerin uygun ve hizl bir
spektrumu belirlenir. Kuyucuklarin absorbansinin taranmasi giiclu veri analizi sunan

Gen5 programinin kontrolii altindadir.

3.2.9 Liyofilizatér

Su ekstraktlarindan suyun uzaklastirilmas: igin bir liyofilizatér (Hanil, Kore)

kullanilmastir.

3.3  Arastirmada Kullamlan Makrofungus Ornekleri

Bu ¢alismada, Fomes fomentarius (L.) Fr., Phellinus hartigii (Allesch. & Schnabl) Pat.

ve Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst érnekleri kullanilmigtir. Mantar 6rnekleri Dog
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Dr. llgaz AKATA nin kisisel koleksiyonundan temin edilmis olup, sirasiyla Istanbul
Belgrad Ormani, llgaz Dag: Milli Parki ve Izmit Yuvacik’tan toplanmis ve Dog Dr.
Ilgaz AKATA tarafindan teshis edilmistir.

3.4  Arastirmada Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu tez galismasinda, ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi on bir adet farkli derecede
antibiyotik direnci gosteren klinik E. coli izolatlar1 (B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9,
B10, B11) ile E. coli ATCC 25922 (B1), standart susuna kars1 test edilmistir. Klinik

izolatlarin direng profilleri ile ilgili detaylar Ekler Boliimiinde verilmistir.
3.5  Ekstraksiyon islemi

Mantar drnekleri, laboratuvar tipi bir 6giitme makinesi (Christy ve Norris, Chelmsford,

Ingiltere) kullanilarak ince toz haline getirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Orneklerin dgiitiilmesi

Daha sonra, 20 g mantar 6rnegi tartilarak bir erlen icine konulmus ve erlene 200 mL
cozicl ilave edilmistir. Erlen calkalayiciya (WiseShake, Kore) yerlestirilerek oda
sicakliginda 100 rpm hizinda 3 giin boyunca ¢alkalanmistir (Sekil 3.2) (Cowan, 1999).
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Sekil 3.2 Calkalama islemi

Ug giin sonra karisim, buharlasma balonlarina filtre ile siiziilmiistiir (Sekil 3.3). Bu
siseler bir doner buharlastiriciya (Heidolph, Almanya) takilmis ve ekstraktin igindeki
cozlculer, 1stya hassas bilesiklerin bozulmasmi engellemek igin 35 - 45°C’de
dondirerek buharlastirilmistir (Sekil 3.4) (Canli vd., 2017).

Sekil 3.3 Filtre kagidi ile filtreleme iglemi
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Sekil 3.4 Doner buharlastirici

Distile su ile elde edilen ekstraktlar i¢indeki su, 35 - 45°C’de doner buharlastiricida
buharlastirilamadigindan, Dokuz Eyliil Universitesi’nde bulunan bir liyofilizator
(Hanil, Kore) kullanilarak uzaklagtirilmistir (Altuner vd., 2012).

Ekstraktlardaki tum c¢o6zicller buharlastirildiktan sonra ekstrakt veriminin F.
fomentarius, P. hartigii ve F. pinicola igin sirasiyla (%0,103 - %3,325), (%0,560 -
%7,246) ve (%0,900 - %8,500) arasinda oldugu gorilmiistiir.

Tablo 3.1 10 mL DMSO iginde ¢6ziilen ekstrakt agirligi (gram)

Mantarlar

Cozuculer F. fomentarius P. hartigii F. pinicola
Petrol Eteri 0,4047 0,1949 0,9950
n-Hekzan 0,0076 0,1224 1,0509
Kloroform 0,1691 0,1387 1,0005
Aseton 0,1336 0,0991 1,1191
Metanol 0,2507 1,0894 1,0602
dH:0 0,1880 0,6630 0,1800

Buharlagtirma sonrasinda buharlastirma balonunda kalan toz ekstrakt 10 mL DMSO
icinde ¢oziilerek ekstrakt stoklar1 elde edilmistir. DMSO iginde ¢Oziinmiis ekstrakt

miktarlar1 Tablo 3.1°de verilmistir.
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Ekstraktlar %?2’lik DMSO iginde ¢oziindiigii icin kuyucuklardaki final DMSO
konsantrasyonu < %]1 seklinde olmustur. Buna dikkat edilmis olmasinin sebebi,
DMSO’nun %1°den yiiksek konsantrasyonunun bakteriler ic¢in toksik oldugu
bilinmesidir. Stok ekstraktlari, MIK testinden dnce siringa ucu filtresi kullanilarak
aseptik calisma teknigine dikkat edilerek sterilize edilmistir (Sekil 3.5). Ekstraktlar
steril ve hava gecirmez kaplara konulmus, etiketlenmis ve kullanilana kadar -18°C’de
tutulmustur (Altuner, 2008).

Sekil 3.5 Siringa ucu filtre ile filtreleme islemi

3.6  inokulum Hazirlanmasi

Calismada on iki E. coli susu kullamilmistir. Her bir bakterinin inokulumu
hazirlanirken bakterilere ait morfolojik olarak benzer koloniler, %0,9 steril serum
fizyolojik i¢ine aktarilmis ve inokulumun bulanikligi 0,5 McFarland standardina gore
ayarlanmistir (Canli vd., 2016).
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3.7  Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Baslangigta, 96 kuyucuklu mikroplagin 1 - 12 numarali siralardaki tiim kuyucuklarina
100 uL MHB aktarilmistir. 100 pL ekstrakt stok soliisyonundan birinci kuyucuga
aktarilarak tamamen ve dikkatlice karistirilmis, 1 numarali kuyucugun igeriginin 100
ul’si 2 numarali kuyucuga aktarilmis, daha sonra 2 numarali kuyucugun igerigi
tamamen ve dikkatlice karistirilmig, 2 numarali kuyucugun igeriginin 100 pL’si 3
numarali kuyucuga aktarilmistir. Bu seri mikrodiliisyon, 10 numarali kuyucuga kadar
uygulanmis ve 10 numarali kuyucugun igeriginin 100 mL’si disar1 atilmistir. Seri
dilusyon tamamlandiktan sonra 50 pL inokulum, 12 numarali kuyucuk disindaki tiim
kuyucuklara pipetlenmistir. Bu nedenle, bitki ekstraktlarmin aktivitesini test etmek
icin 1 - 10 numarali kuyucuklar kullanilmig; 11 numarali kuyucuk mikroorganizma
icin pozitif kontrol ve 12 numarali kuyucuk MHB kiiltiir ortaminin sterilligini kontrol

etmek i¢in negatif kontrol kutucugu olarak ayrilmistir (Sekil 3.6) (Canli vd., 2019).

Plakanin tizerindeki her bir kuyucuk, mikroorganizmanin bir kuyucuktan digerine
sigramayacak sekilde dikkatle asilanmistir. 96 kuyucuklu plakalar, 24 saat boyunca
37°C°de inkiibe edilmistir. MIK, mikroorganizmanin gorsel bilyiimesini tamamen
inhibe eden en diisiik ekstrakt konsantrasyonu olarak tanimlanmistir (Baldas ve

Altuner, 2018).
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Sekil 3.6 Ornek MIK testi
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3.8 Minimum Bakterisidal Konsantrasyon Tayini

MIK testinde, plakalar 24 saat boyunca 37°C'de inkiibe edilmis (Sekil 3.7) ve ardindan
bliylime veya bulaniklik acisindan goézlemlenmistir. Daha sonra, 96 kuyucuklu
mikroplakanin her bir kuyucugunda iireme gostermeyen bir 6ze dolusu sivi, nutrient
agar plakalarina pasajlanmis ve 37°C’de 24 saat daha inkiibe edilmistir (Sekil 3.8).
Daha sonra, agar plakalarindaki biiylime durumu incelenmistir. Minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) testi ile, ekstraktlar icin bakteriyostatik ve bakterisidal

konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Altuner ve Cetin, 2018).

Sekil 3.8 Ornek MBK testi
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3.9  Zamana Bagh Oldiirme Kinetigi Deneyi

Bir bakteri susuna kars1 bir antimikrobiyal ajanin aktivitesini incelemek i¢in zamana
bagli 6ldiirme (time-kill) kinetik analizi kullanilir ve bdylece bir ajanin zaman i¢indeki
bakterisidal veya bakteriyostatik aktivitesi belirlenebilir. Ekstraktlarin zamana bagli
Oldiirme kinetigi, Tsuji vd. (2008) tarafindan Onerilen prosediir izlenerek
gerceklestirilmistir. Ekstraktlarin MIK, 2 x MIK ve 4 x MiK'e karsilhik gelecek
konsantrasyonlari hazirlanmistir ve bunlarin tlizerine 1,0 x 106 CFU/mL’lik bir

inokulum eklenmis ve 37°C’de inkiibe edilmistir.

Her kuyucugun absorbansi, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 ve 24 saatlik zaman araliklarinda 600
nm’de kaydedilmistir (Sekil 3.9). Ekstrakt icermeyen organizmalar igin bir kontrol
testi yapilmustir. Prosediir ii¢ kez gergeklestirilmis (lic bagimsiz deney) ve absorbans-

zaman grafigi cizilmistir (Appiah vd., 2017).

Sekil 3.9 Mikroplaka okuyucu

3.10 istatistiksel Analiz

Sonuglar, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak istatistiksel olarak analiz
edilmistir. Ortalamalar, SPSS (v.25) yazilim1 kullanilarak, Duncan veya Kruskal-
Wallis normallik testlerine bagli olarak ayrilmistir. Degerler, P <0,05’te anlamli kabul

edilmistir. Istatistiksel analizin detaylar1 Ekler boliimiinde verilmistir.
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4.  SONUCLAR

Bu caligmada yapilan deneylerin sonuglari asagida verilmistir. Bu boliimde gosterilen
tiim sonuglar, li¢ tekrarli sonucun ortalamasi seklinde belirtilmistir.

41  MIK Testi Sonuclar:

4.1.1 P. hartigii Ekstraktlarinin MIiK Degerleri

P. hartigii ekstraktlarina ait MiK testi sonuglar1 asagidaki Tablo 4.1 ve Grafik 4.1°de

verilmistir.
Tablo 4.1 P. hartigii ekstraktlarmin MiK degerleri
MIK degeri (mg/mL)

Petrol Eteri n-Hekzan  Kloroform  Aseton Metanol dH.O
Bakteri 1 2,43 3,06 3,47 2,48 6,81 16,58
Bakteri 2 4,87 3,06 3,47 4,96 13,62 33,15
Bakteri 3 4,87 3,06 3,47 2,48 27,24 16,58
Bakteri 4 4,87 3,06 6,94 2,48 13,62 33,15
Bakteri 5 4,87 6,12 3,47 2,48 6,81 16,58
Bakteri 6 4,87 3,06 6,94 2,48 13,62 16,58
Bakteri 7 4,87 6,12 6,94 2,48 13,62 33,15
Bakteri 8 4,87 3,06 3,47 2,48 27,24 16,58
Bakteri 9 4,87 3,06 3,47 4,96 13,62 16,58
Bakteri 10 4,87 3,06 6,94 2,48 27,24 33,15
Bakteri 11 4,87 3,06 3,47 2,48 27,24 33,15
Bakteri 12 2,43 3,06 3,47 2,48 13,62 33,15
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P. hartigii ekstrakti icin MIK degerleri

Sekil 4.1 P. hartigii ekstraktlarmimn MIK test sonuglar

Verilere gore, P. hartigii’nin petrol eteri ekstraktinin, 2,43 - 4,87 mg/mL arasinda
degisen minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) ile tiim E. coli suslarina karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahipken, n-hekzan 3,06 - 6,12 mg/mL arasinda degisen
MIK degeri ile, kloroform 3,47 - 6,94 mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile, aseton
2,48 - 4,96 mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile, metanol 6,81 - 27,24 mg/mL
arasinda degisen MIK degeri ile ve dH20 ekstraktlari ise 16,58 - 33,15 mg/mL arasinda
degisen MIK degeri ile antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

4.1.2 F. pinicola Ekstraktlarinin MiK Degerleri

F. pinicola ekstraktlarinin MIK testi sonuglar1 asagidaki Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de
verilmistir. Verilere gore, F. pinicola’nin petrol eteri ekstraktlarmin, tim E. coli
suslarina karsi 12,44 - 4975 mg/mL arasinda degisen minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIK) ile antimikrobiyal aktiviteye sahipken, n-hekzan 26,27 - 52,55
mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile, kloroform 6,25 - 50,03 mg/mL arasinda
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degisen MIK degeri ile, aseton 13,99 - 27,98 mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile,
metanol 6,63 - 26,51 mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile ve dH,0 ekstraktlari ise
4,50 - 9,00 mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugu goriilmistiir.

Tablo 4.2 F. pinicola ekstraktlarinin MIK degerleri

MIK degeri (mg/mL)

Petrol Eteri  n-Hekzan  Kloroform Aseton Metanol dH.O
Bakteri 1 24,88 26,27 25,01 13,99 6,63 9,00
Bakteri 2 24,88 26,27 50,03 27,98 13,25 9,00
Bakteri 3 24,88 52,55 50,03 27,98 26,51 4,50
Bakteri 4 24,88 26,27 25,01 13,99 13,25 9,00
Bakteri 5 49,75 52,55 25,01 27,98 13,25 9,00
Bakteri 6 24,88 26,27 25,01 13,99 6,63 4,50
Bakteri 7 24,88 52,55 50,03 13,99 13,25 9,00
Bakteri 8 24,88 26,27 50,03 27,98 13,25 4,50
Bakteri 9 12,44 52,55 25,01 13,99 6,63 9,00
Bakteri 10 24,88 26,27 25,01 13,99 13,25 9,00
Bakteri 11 24,88 26,27 6,25 13,99 6,63 9,00
Bakteri 12 12,44 52,55 25,01 27,98 6,63 9,00
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Sekil 4.2 F. pinicola ekstraktlarinin MIK degerleri

4.1.3 F.fomentarus Ekstraktlarinin MiK Degerleri

F. fomentarus ekstraktlarinin MiK testi sonuclar1 asagidaki Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’te
verilmistir. Verilere gore, F. fomentarus’un petrol eteri ekstraktinin, tum E. coli
suslarma karst 5,06 - 10,12 mg/mL arasinda degisen minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIK) ile antimikrobiyal aktiviteye sahipken, n-hekzan 0,10 - 0,38
mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile, kloroform 2,11 mg/mL MIK degeri ile,
aseton 1,67 - 3,34 mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile, metanol 3,13 - 12,54
mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile ve dH,0 ekstraktlar1 ise 4,70 - 9,40 mg/mL
arasinda degisen MIK degeri ile antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.3 F. fomentarus ekstraktinin MIK degerleri

MIK degeri (mg/mL)
Petrol Eteri  n-Hekzan Kloroform Aseton Metanol  dHO
Bakteri 1 5,06 0,19 2,11 1,67 6,27 9,40
Bakteri 2 10,12 0,19 2,11 1,67 12,54 9,40
Bakteri 3 10,12 0,19 2,11 3,34 12,54 4,70
Bakteri 4 10,12 0,19 2,11 3,34 6,27 9,40
Bakteri 5 10,12 0,19 2,11 3,34 6,27 9,40
Bakteri 6 10,12 0,19 2,11 3,34 6,27 4,70
Bakteri 7 10,12 0,38 2,11 3,34 12,54 9,40
Bakteri 8 10,12 0,19 2,11 3,34 6,27 9,40
Bakteri 9 5,06 0,19 2,11 1,67 3,13 9,40
Bakteri 10 10,12 0,19 2,11 3,34 3,13 9,40
Bakteri 11 5,06 0,10 2,11 3,34 6,27 9,40
Bakteri 12 10,12 0,19 2,11 3,34 6,27 9,40
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Sekil 4.3 F. fomentarus ekstraktinin MiK degerleri
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4.2  MBK Testi Sonugclari

4.2.1 P. hartigii Ekstraktinin MBK Degerleri

P. hartigii ekstraktlarinin MBK testi sonuglar1 asagidaki Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’te

verilmistir. Verilere gore, P. hartigii’nin petrol eteri ekstraktlariin, tim E. coli

suslarina karst 9,75 -

19,49 mg/mL arasinda degisen minimum bakterisidal

konsantrasyon (MBK) ile antimikrobiyal aktiviteye sahipken, n-hekzan 3,06 - 12,24

mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile, kloroform 3,47 - 13,87 mg/mL arasinda

degisen MBK degeri ile, aseton 4,96 - 9,91 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile,
metanol 13,62 - 54,47 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile ve dH20 ekstraktlari

ise 16,58 - 66,30 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile antimikrobiyal aktiviteye

sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.4 P. hartigii ekstraktlarinin MBK degerleri

MBK degeri (mg/mL)

Petrol Eteri n-Hekzan  Kloroform Aseton Metanol  dH>O
Bakteri 1 9,75 3,06 6,94 4,96 13,62 16,58
Bakteri 2 19,49 12,24 13,87 9,91 54,47 33,15
Bakteri 3 19,49 12,24 13,87 9,91 27,24 33,15
Bakteri 4 19,49 12,24 13,87 9,91 54,47 66,30
Bakteri 5 19,49 12,24 13,87 9,91 27,24 33,15
Bakteri 6 9,75 12,24 13,87 9,91 54,47 33,15
Bakteri 7 9,75 12,24 13,87 9,91 27,24 33,15
Bakteri 8 19,49 12,24 13,87 9,91 54,47 16,58
Bakteri 9 19,49 12,24 6,94 4,96 27,24 33,15
Bakteri 10 19,49 12,24 13,87 9,91 27,24 66,30
Bakteri 11 9,75 12,24 13,87 9,91 27,24 66,30
Bakteri 12 19,49 12,24 3,47 4,96 27,24 33,15
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Sekil 4.4 P. hartigii ekstraktlarinin MBK degerleri

4.2.2 F. pinicola Ekstraktlarinin MBK Degerleri

F. pinicola ekstraktlarinin MBK testi sonuglar1 asagidaki Tablo 4.5 ve Grafik 4.5’te
verilmistir. Verilere gore, F. pinicola’nin petrol eteri ekstraktinin, tim E. coli suslarina
kars1 24,88 - 99,50 mg/mL, arasinda degisen minimum bakterisidal konsantrasyon
(MBK) ile antimikrobiyal aktiviteye sahipken, n-hekzan 26,27 - 105,09 mg/mL
arasinda degisen MBK degeri ile, kloroform 25,01 - 100,05 mg/mL arasinda degisen
MBK degeri ile, aseton 55,96 - 111,91 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile,
metanol 26,51 - 106,02 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile ve dH20 ekstraktlari
ise 4,50 - 18,00 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.5 F. pinicola ekstraktlarinin MBK degerleri

MBK degeri (mg/mL)

Petrol Eteri n-Hekzan  Kloroform Aseton Metanol  dH.O
Bakteri 1 49,75 26,27 25,01 55,96 26,51 9,00
Bakteri 2 99,50 105,09 100,05 111,91 106,02 18,00
Bakteri 3 99,50 105,09 100,05 111,91 53,01 9,00
Bakteri 4 99,50 105,09 100,05 111,91 106,02 18,00
Bakteri 5 99,50 105,09 100,05 11191 53,01 18,00
Bakteri 6 99,50 105,09 100,05 111,91 106,02 18,00
Bakteri 7 99,50 105,09 100,05 11191 53,01 18,00
Bakteri 8 99,50 105,09 100,05 11191 26,51 4,50
Bakteri 9 49,75 105,09 100,05 111,91 26,51 9,00
Bakteri 10 99,50 105,09 100,05 111,91 26,51 9,00
Bakteri 11 99,50 105,09 100,05 111,91 53,01 18,00
Bakteri 12 24,88 105,09 100,05 111,91 53,01 9,00
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Sekil 4.5 F. pinicola ekstraktlarinin MBK testi sonuglari
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4.2.3 F.fomentarus Ekstraktlarinin MBK Degerleri

F. fomentarus ekstraktlarinin MBK testi sonuglar1 asagidaki Tablo 4.6 ve Grafik 4.6’da
verilmistir. Verilere gore, F. fomentarus’un petrol eteri ekstraktinin, tim E. coli
suslarina kars1 10,12 - 40,47 mg/mL arasinda degisen minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) ile antimikrobiyal aktiviteye sahipken, n-hekzan 0,38 - 0,76
mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile, kloroform 8,46 - 16,91 mg/mL MBK degeri
ile, aseton 3,34 - 13,36 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile, metanol 3,13 - 25,07
mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile ve dH20 ekstraktlari ise 4,70 - 18,80 mg/mL

arasinda degisen MBK degeri ile antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.6 F. fomentarus ekstraktlarimin MBK degerleri
MBK degeri (mg/mL)

Petrol Eteri n-Hekzan  Kloroform Aseton Metanol dH,0

Bakteri 1 10,12 0,38 8,46 3,34 6,27 9,40
Bakteri 2 40,47 0,76 16,91 13,36 12,54 9,40
Bakteri 3 20,24 0,76 16,91 6,68 12,54 4,70
Bakteri 4 40,47 0,76 16,91 13,36 25,07 9,40
Bakteri 5 40,47 0,76 16,91 6,68 12,54 9,40
Bakteri 6 40,47 0,76 16,91 13,36 12,54 9,40
Bakteri 7 20,24 0,38 16,91 6,68 12,54 9,40
Bakteri 8 40,47 0,19 16,91 3,34 6,27 18,80
Bakteri 9 20,24 0,76 8,46 6,68 3,13 9,40
Bakteri 10 40,47 0,76 16,91 6,68 6,27 9,40
Bakteri 11 10,12 0,76 16,91 13,36 12,54 9,40
Bakteri 12 10,12 0,38 8,46 3,34 12,54 9,40
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Sekil 4.6 F. fomentarus ekstraktlarinin MBK testi sonuglari

4.3  Ekstraktlarin Zamana Bagh Oldiirme Kinetigi Sonuclar

Zamana bagh oldiirme kinetik testi i¢in Bakteri 1’e karsi P. hartigii’nin metanol

ekstrakti ve Bakteri 9’a kars1 F. fomentarius’un metanol ekstrakti se¢ilmistir.

Ancak zamana bagl 6ldiirme kinetik ¢alismasinin sonuglar1 beklendigi gibi ¢ikmamis
ve giivenilir de bulunmamistir. Bu nedenle, P. hartigii ekstraktinin zamana bagl
oldirme kinetik testi ile ilgili elde edilmis veriler ¢alismadan ¢ikarilmistir. Sonuglarin
giivenilir olmamasinin nedeni, muhtemelen P. hartigii ekstraktinin saklama
kosullarindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir, ¢unkiu bu ekstrakt bir yanlishk

sebebiyle diger ekstraktlar gibi stoklanmamustir.

F. fomentarus’un metanol ekstraktinin B9’a kars1 1 x MiK, 2 x MiK ve 4 x MIK test

konsantrasyonlar1 zamana bagli 6ldiirme kinetik profiline gbére su sonuglar elde
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edilmistir: 2 x MIK ve 4 x MIK’de, ilk 6 saat boyunca absorbans biriminde bir azalma
gozlemlenmis, ardindan 24. saate kadar sirasiyla yaklasik 0,3 ve 0,6 birime kadar
kademeli bir artis gdzlenmistir. Ilk saat boyunca absorbans degeri 1x MIK’de goreceli
olarak diisiik iken 24. saatte absorbansin arttig1 ve 0,28 degerini aldig1 gozlenmistir
(Sekil 4.7).

4.4  Istatistiksel Analiz Sonuclari

Yapilan arastirma, B9’a kars1 F. fomentarus i¢in test konsantrasyonlarinda c¢alisilmis
ve F. fomentarus 'un farkli konsantrasyonlarinin etkisi arasindaki farkin absorbsiyon

yiizdesini anlamli derecede yiiksek oldugunu (p= 0,000) ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 4.7 F. fomentarus’un metanol ekstraktinin B9’a karsi zamana bagh 6ldiirme kinetik
testi sonuglari
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5.  TARTISMA

o- Keepers vd. (2014) MBK/MIK oraninin 4’e esit ve 4’den biiyiik oldugu durumdaki
antibakteriyel ajanin bakteriostatik oldugunu, bu oranin 4’den kiigiik oldugu durumda

ise ajanin bakterisidal oldugunu kabul etmektedir.

Buna gore F. fomentarus ekstraktlarmin MBK/MIK orami Tablo5.1°de, P. hartigii
ekstraktlarinin MBK/MIK oran1 Tablo 5.2°de ve F. pinicola ekstraktlarinin MBK/MIK

orani ise Tablo 5.3’de verilmistir.

Tablo 5.1 E. coli tiirlerine kars1 F. fomentarus ekstraktlarinin MBK/MIK orani
MBK/MIK orani

Petrol Eteri n-Hekzan Kloroform  Aseton Metanol dH,O

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

N
N
N
N
[N

[l N S S N S T T LG B
N © A DN B P N M DN BN DN
A O O A O O O O O W oo
PR NN NN R, NN DN ®
N NN R R R NN DR R
T e e T e T e S e S S N S =

Bu sonucglara gore F. fomentarus’un distile su ekstrakti biitiin bakterilere karsi
bakteriosidal etki gosterirken, petrol eteri ekstrakti B1, B3, B7, B11l ve B12
bakterilerine karsi, n-hekzan ekstrakti B1, B7, B8 ve B12 bakterilerine, aseton
ekstrakt1 B1, B3, B5, B6, B7, BS, B9, B10 ve B12 bakterilerine kars1 ve metanol
ekstrakt1 B4 harig biitlin bakterilere kars1 bakteriosidal etki gostermistir. Diger ekstrakt

cozelti kombinasyonlari ise bakteriostatik etki ortaya koymustur.
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Tablo 5.2 E. coli tiirlerine kars1 P. hartigii ekstraktlarrin MBK/MIK orani

MBK/MIK orant

Petrol Eteri n-Hekzan Kloroform  Aseton Metanol dH,O

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

~
=
N
N
N
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Tablo 5.3 E. coli tiirlerine kars1 F. pinicola ekstraktlarinin MBK/MIK orani

MBK/MIK orant

Petrol Eteri n-Hekzan Kloroform  Aseton Metanol dH,0

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

=
A A DD DN B B BB DN DN P
IN

N 00 N oo

N A B B BB BB DN DB~ D
-
(3}
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P. hartigii’nin distile su ekstrakt1 biitiin bakterilere kars1 bakteriosidal etki gosterirken,
petrol eteri ekstrakti1 B6, B7 ve B11 bakterilerine karsi, n-hekzan ekstrakti B1, B5 ve
B7 bakterilerine, kloroform ekstrakt1 B1, B4, B6, B7, B9, B10 ve B12, aseton ekstrakti
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B1, B2, B9 ve B12 ve metanol ekstraktt B1, B3, B7, B8, B9, B10, B11 ve B12
bakterilerine karst bakteriosidal etki goOstermistir. Diger ekstrakt c¢ozelti

kombinasyonlar1 ise bakteriostatik etki ortaya koymustur.

Ayni sekilde F. pinicola’nin distile su ekstraktt B6 hari¢ biitiin bakterilere karsi
bakteriosidal etki gosterirken, petrol eteri ekstraktt B1, BS ve B12 bakterilerine karsi,
n-hekzan ekstrakti B1, B3, B5, B7, B9 ve B12 bakterilerine, kloroform ekstrakt1 B1,
B2, B3, B7 ve B8 ve B12 ve metanol ekstrakti B3, B8 ve B10 bakterilerine karsi
bakteriosidal etki gostermistir. Diger ekstrakt ¢ozelti kombinasyonlar1 ise

bakteriostatik etki ortaya koymustur.
5.1  MIK ve MBK Degerlerinin Yorumlanmasi

Bu calismada, her ii¢ mantarin da secilen E. coli suslarina kars1 farkli derecelerde
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. E. coli suslarma kars1 MIK ve
MBK degerlerinin ekstrakttan ekstrakta farklilik gosterdigi bulunmustur. B8’e karsi
0,19 mg/mL MIiK ve MBK degerlerine sahip olan F. fomentarius’un n-hekzan

ekstrakti, diger ekstraktlara kiyasla en anlamli antimikrobiyal aktiviteyi sergilemistir.

Sonuclara gore, F. fomentarus’un petrol eteri ekstrakti, tim E. coli suslarina kars1 5,06
- 10,12 mg/mL arasinda degisen minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) ile
antimikrobiyal aktiviteye sahipken, n-hekzan 0,10 - 0,38 mg/mL arasinda degisen
MIK degeri ile, kloroform 2,11 mg/mL MIK degeri ile, aseton 1,67 - 3,34 mg/mL
arasmda degisen MIK degeri ile, metanol 3,13 - 12,54 mg/mL arasinda degisen MIK
degeri ile ve dH20 ekstraktlar1 ise 4,70 - 9,40 mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Ayrica, F. fomentarus’un petrol eteri ekstrakti, tim
E. coli suslarina kars1 10,12 - 40,47 mg/mL arasinda degisen minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) ile antimikrobiyal aktiviteye sahipken, n-hekzan 0,38 - 0,76
mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile, kloroform 8,46 - 16,91 mg/mL MBK degeri
ile, aseton 3,34 - 13,36 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile, metanol 3,13 - 25,07
mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile ve dH2O ekstraktlar ise 4,70 - 18,80 mg/mL
arasinda degisen MBK degeri ile antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.
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F. fomentarus'un MIK degerlerine gore tiim ekstraktlar1 tim bakterilere kars: iyi
antibakteriyel aktiviteyi gosterir, ancak ozellikle n-hekzan ekstrakti tim bakterilere
kars1 ¢ok iyi aktivite gostermektedir. Ote yandan, MIK degerlerine gore, metanol

ekstrakt1 B2, B3 ve B7’ye karsi diisiik antibakteriyel aktivite gostermistir.

Jiang ve Bao (2011), F. fomentarius’un su, metanol, aseton, etil asetat, kloroform ve
petrol eteri ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini incelemistir. Su ekstraktlari,
strastyla 50 mg/mL ve 25 mg/mL minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) ile S.
aureus ve E. coli iizerinde belirgin inhibe edici aktivite gostermistir. Ote yandan,
metanol ekstraktlarmin S. aureus ve E. coli’ye kars1t MiK degeri 12,5 mg/mL olarak
gozlenmistir. Bu tez calismasinda, F. fomentarius’un su ekstraktinin MIK degerinin
4,70 - 9,40 mg/mL arasinda oldugu gézlenmistir. Ote yandan, metanol ekstraktmin
MIK degeri 3,13 - 12,54 mg/mL arasinda bulunmustur. Sonuglara gére, bu tez
calismasinda elde edilen F. fomentarius’un su ekstraktinin E. coli suslarina kars1 daha
lyi antibakteriyel aktivite gosterdigi goézlenmistir. F. fomentarius’un metanol
ekstraktinin E. coli suslarina karsi1 Kolundzi¢ vd. (2016)’nin ¢alismasindaki sonuglara
benzer sekilde ve Jiang ve Bao (2011) ile Dundar vd. (2016)’nin ¢alismalarinda
belirtilen degerlerle kiyaslandiginda esit veya daha 1yi antibakteriyel aktivite
gosterdigi de goriilmiistiir. Sonuglar arasindaki farkliligin ana nedeni muhtemelen bu
iki ¢alismada kullanilan ve birbirinden farkli olan E. coli suslarindan
kaynaklanmaktadir. Ote yandan sekonder metabolitler ve bunlarin mantarlardaki
konsantrasyonlari, toplama yeri ve ekstrakt icindeki sekonder metabolit
kompozisyonunu etkileyebilecek toplama zamani da bunlarin aktivite degerlerinde

onemli rol oynamaktadir.

Altuner ve Akata (2010) ¢alismalarinda, ¢esitli makromantarlarin C. albicans ATCC
26555, E. coli ETEC LM 63083, P. aeruginosa, S. enterica serotype Typhimurium SL
1344 ve S. flexneri (klinik izolat)’a kars1 antimikrobiyal aktivitesini disk diflizyon testi
ile incelemiglerdir. Tiim ekstraktlarin S. flexneri’ye karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugunu ve P. hartigii disindaki tiim ekstraktlarin P. aeruginosa’ya karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir. Ayrica, P. hartigii ekstraktinin
E. coli’ye kars1 aktivite gostermedigini gozlemlemislerdir. Sonuglardaki bu farkliligin

temel nedeni, bu iki ¢alismada kullanilan E. coli suslarinin farkli olmasidir. Ote
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yandan, yine yukarida belirtildigi gibi sekonder metabolitler ve bunlarin mantarlardaki
konsantrasyonlari, toplama yeri ve ekstrakt i¢indeki sekonder metabolit bilesimini
etkileyebilecek toplama zamani da tespit edilen aktivitedeki farkliligin temel

sebeplerindendir.

Verilere gore, F. pinicola’nin petrol eteri ekstraktinin tim E. coli suslarina kars1 12,44
- 49.75 mg/mL arasinda degisen minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) ile
antimikrobiyal aktiviteye sahipken, n-hekzan 26,27 - 52,55 mg/mL arasinda degisen
MIK degeri ile, kloroform 6,25 - 50,03 mg/mL arasinda degisen MIK degeri ile, aseton
13,99 - 27,98 mg/mL arasinda degisen MiK degeri ile, metanol 6,63 - 26,51 mg/mL
arasinda degisen MIK degeri ile ve dH20 ekstraktlar1 ise 4,50 - 9,00 mg/mL arasinda
degisen MIK degeri ile antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Ayrica, F. pinicola’nmn
petrol eteri ekstraktinin tim E. coli suslarina karsi 24,88 - 99,50mg/mL arasinda
degisen minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ile antimikrobiyal aktiviteye
sahipken, n-hekzan 26,27 - 105,09 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile,
kloroform 25,01 - 100,05 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile, aseton 55,96 -
111,91 mg/mL arasinda degisen MBK degeri ile, metanol 26,51 - 106,02 mg/mL
arasinda degisen MBK degeri ile ve dH20 ekstraktlari ise 4,50 - 18,00 mg/mL arasinda
degisen MBK degeri ile antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Bu tezin sonucu, n-hekzan
ekstraktlarmin E. coli’ye karsi yalnizca daha yiiksek konsantrasyonlarda daha iyi
antimikrobiyal potansiyele sahip oldugunu belirten Bala vd. (2011)’nin ¢alismasiyla
benzerlik gostermektedir. Ayrica, metanol ekstraktlarinin digerine kiyasla ikinci diisiik
MIK degerine sahip oldugu goriilmiistiir, bu sonu¢ Khadhri vd. (2017)’nin

sonuclarityla benzerlik gostermektedir.

Daha Once de belirtildigi gibi, Pala vd. (2019), F. pinicola’nin antimikrobiyal
potansiyelini hem gram-pozitif (B. subtilis ve S. aureus), hem de gram-negatif (E. coli,
P. vulgaris, K. pneumoniae ve P. aeruginosa) ve mantarlara (S. cerevisiae, C. albicans,
P. chrysogenum ve A. fumigates) kars1 agar kuyucuk diflizyonu yontemi ile test
etmigtir. Calismanin sonuglari, F. pinicola’nin 150 mg/mL konsantrasyonda neredeyse
10 pg gentamisin ve 50 pg nistatine paralel antibakteriyel ve antifungal aktivite
sergiledigini gostermistir. Bu sonuglara gore bu tez calismasinda elde edilen F.

pinicola ekstraktlar1 daha iyi antibakteriyel aktivite gostermistir. Sonuglardaki bu
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farkliligin temel nedeni, yine E. coli suslarindan ve ekstraktlar icindeki etken madde

kompozisyonundan kaynaklanmaktadir.

5.2  Zamana Bagh Oldiirme Kinetik Testinin Yorumlanmasi

Zamana bagli 6ldiirme kinetik testlerine gore, F. fomentarus’un metanol ekstraktinin
antibakteriyel analizinin, Grafik 4.7°de goriildiigii gibi B9’a kars1 degisken kinetik
degerler vermektedir. Ekstrakt, konsantrasyona bagli bir 6ldiirme davranisi gosterdigi

icin hem bakteriyostatik, hem de bakterisidal etkiler sergilemistir.

Bu ¢alismada, ekstraktin 2 X MiK ve 4 x MiK’de bakterisidal etki gosterdigi ve 6 saat

etki oncesinde test organizmalarinin tamamen yok edildigi ortaya konulmustur.

Literatiirdeki veriler incelendiginde bu c¢alisma F. fomentarus mantar1 iizerinde

zamana bagl 6ldiirme kinetigi kullanilarak yapilmis ilk ¢alismadir.

F. fomentarus mantarinin sergiledigi bu antibakteriyel aktiviteler, antimikrobiyal
ilaglar konusunda yapilan biyolojik arastirmalar i¢in potansiyel bir aday oldugunu
gostermektedir ve F. fomentarus’un izolasyonu ve aktivite yonteminin tanimlanmasi

ilag kesfinde ileri bir adim olacaktir.
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6. SONUC

Son yillarda tibbi mantarlar bulasici hastaliklarin tedavisindeki alternatiflerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Ayrica bir¢ok patojen susuna kars1 iyi bir yeni anti-enfektif
ajan kaynagidir. Mantarlarin antimikrobiyal aktivitesini siniflandirilmasma yonelik
arastirmalar, hastaliklarin tedavisi i¢in yeni ydntemlerin bulunmasi maksadiyla
yapilan kilit aragtirma alanlarindan biridir. Bu tez, tibbi makrofunguslarin analizine
iliskin bazi bilgilere katkida bulunma potansiyeline sahiptir. Elde edilen bulgulara
gore, bu caligmada kullanilan mantarlarin dogal ilag olarak kullanilmaya aday olarak

Onerilebilmesi i¢in daha detayli arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

Bu c¢aligmadaki tiim mantar ekstraktlart mikroorganizmalara karsi aktivite
gOstermistir, ancak F. fomentarius ve P. hartigii’nin metanol ekstraktlar1 MiK ve

MBK degerleri agisindan aktivitesi en yiiksek ekstraktlardir.

F. fomentarius ve F. pinicola’nin metanol ekstraktlart muhtemelen potansiyel
antibakteriyel ve antifungal ajanlar olarak gorev yapan biyoaktif bilesikler
icermektedir. Bu nedenle, bu makrofunguslardan biyoaktif bilesiklerin izole edilmesi

ve tanimlanmasi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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7. ONERILER

Mantarlar, anti-kanser, anti-inflamatuar, anti-viral ve immuno-guclendirici dahil
olmak iizere genis bir biyoaktivite yelpazesi sergilemektedirler. Bu giiclii mantar
bilesiklerinin daha yogun sekilde izole edilmesinin, mikrobiyal iligkili hastaliklarin
ortadan kaldirilmasi ve insanligin yararina diger farmakolojik aktivitelere yonelik yeni

bir etkin madde ile sonuglanabilecegi onerilebilir.

Mevcut arastirmadan, F. pinicola ekstraktlarinin simdiye kadar detayli bir sekilde
analiz edilmedigi anlagilmaktadir. F. pinicola’dan elde edilebilecek bilesikler

hakkinda ayrintili bir aragtirma yapilmasi 6nerilebilir.
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EK A - ISTATISTIKSEL ANALIZ SONUCLARI

Normallik Testi

Shapiro-
Kolmogorov-Smirnov? Wilk
Konsantrasyonlar Istatistik df Sig. Istatistik
Absorbans  4xMIIK 0,410 9 0,000 0,569
62,68mg/100pL
2xMIK 0,286 9 0,033 0,835
31,34mg/100pL
MIK 0,177 9 0,200 0,869
15,67mg/100pL
Normallik Testi
Shapiro-Wilk
Konsantrasyonlar df Sig.
Absorbans  4xMIiK 9| 0,000
62,68mg/100puL
2xMIK 9| 0,050
31,34mg/100puL
MIK 9 0,121
15,67mg/100uL
Kruskal-Wallis Test
Ortalama
Konsantrasyonlar N Sira
Absorbans  4xMIK 9 23,00
62,68mg/100puL
2xMIK 9 13,17
31,34mg/100pL
MIK 9 5,83
15,67mg/100uL
Toplam 27
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Test istatistigi®?

Absorbans
Ki-Kare 21,224
df 2
Asymp. 0,000
Sig.

a. Kruskal Wallis Testi
b. Degiskenlerin gruplanmast:
Konsantrasyonlar

Mann-Whitney Testi

Ortalama Sira
Konsantrasyonlar N Sira Toplami
Absorbans  4xMIK 9 14,00 126,00
62,68mg/100pL
2xMIK 9 5,00 45,00
31,34mg/100pL
Toplam 18
Test istatistigi?®
Absorbans
Mann-Whitney U 0,000
Wilcoxon W 45,000
Z -3,580-
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,000
Exact Sig. [2*(1-tailed 0,000?
Sig)]

a. Diizeltilmemis.

b. Degiskenlerin gruplanmasi:

Konsantrasyonlar
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NPar Testleri

Mann-Whitney Testi

Ortalama Sira
Konsantrasyonlar N Sira Toplami1
Absorbans  4xMIK 9 14,00 126,00
62,68mg/100puL
MIK 9 5,00 45,00
15,67mg/100uL
Toplam 18
Test istatistigi®
Absorbans
Mann-Whitney U 0,000
Wilcoxon W 45,000
Z -3,5678-
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,000
Exact Sig. [2*(1-tailed 0,000?
Sig)]
a. Diizeltilmemis.
b. Degiskenlerin gruplanmast:
Konsantrasyonlar
NPar Testleri
Mann-Whitney Testi
Ortalama Sira
Konsantrasyonlar N Sira Toplami
AbsorbanS 2xMIK 9 13,17 118,50
31,34mg/100pL
MIK 9 5,83 52,50
15,67mg/100uL
Toplam 18
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Test Istatistigi®

Absorbans
Mann-Whitney U 7,500
Wilcoxon W 52,500
Z -2,920-
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,004
Exact Sig. [2*(1-tailed 0,0022

Sig)]

a. Diizeltilmemis.

b. Degiskenlerin gruplanmast:

Konsantrasyonlar
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EK B - KLINIK iIZOLATLARIN DIRENC PROFILLERI

Antibiyotikler #Bakteri 2 #Bakteri 3 #Bakteri 4 #Bakteri § #Bakteri 6
Amikasin <=4(S) <=4(S) <=4 (S) <=4 (S) <=4 (S)
Gentamisin <=1(S) 2(S) 2 (S) <=1 (S) <=1(S)
Ertapenem <=0.25(S) <=0.25(S) <=0.25(S) <=025(S) <=0.25(S)
[mipenem <=0.25(S) <=0.25(S) <=0.25(S) <=025(S) 2 (S)
Meropenem <=0.13(S) <=0.13(S) <=0.13(S) <=0.13(S) <=0.13(S)
Sefiksim <=0.5(S) >2(R) <=0.5(S) <=0.5(S) 1(S)
Seftazidim <=1(S) 4(I) <=1(S) <=1(S) <=1(S)
Seftriakson <=1(S) >4 (1) <=1(S) <=1(S) <=1(S)
Sefepim <=1(S) 2() <=1(S) <=1(S) <=1(S)
Aztreonam <=1(S) 4() <=1(S) <=1(S) <=1(S)
Ampisilin >8 (R) >8(R) >8(R) <=2(S) >8(R)
Amoksisilin-Klavulanat (f) 16/2 (R) 4/2(S) 16/2(R) 4/2(S) 8/2 (R)
Piperasillin-Tazobaktam <=4/4(S) <=4/4(S) <=4/4(S) <=4/4(S) <=4/4(S)
Kolistin <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X)
Trimetoprim-Siilfametoksazole <=1/19(S) >4/76(R) <=1/19(S) >4/76(R) >4/76 (R)
Fosfomisin w/G6P <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S)
Nitrofurantoin <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S)
Siprofloksasin <=0.25(S) >1(R) >1(R) >1(R) >1(R)
Norfloksasin <=0.5(S) >2(R) >2(R) >2(R) >2(R)
(S): Duyarl

(R): Direngli

Antibiyotikler #Bakteri 7 #Bakteri 8 #Bakteri 9 #Bakteri 10 #Bakteri 11 #Bakteri 12
Amikasin <=4(S) 8(S) 8(S) <=4 (S) <=4 (S) <=4(S)
Gentamisin 2(S) 2(S) >4 (R) 2(S) <=1 (S) <=1(S)
Ertapenem <=0,25(S) <=0,25(S) <=0,25(S) <=0,25(S) >1(R) <=0,25(S)
imipenem <=0,25(S) <=025(S) 2(S) <=0,25(S) <=0,25(S) 0,5(S)
Meropenem <=0,13(S) <=0,13(S) <=0,13(S) <=0,13(S) X <=0,13(S)
Sefiksim <=05(S) >2(R) >2(R) >2(R) <=0,5(S) >2(R)
Seftazidim <=1(8) 2(H >8(R) >8(R) <=1(S) >8(R)
Seftriakson <=1(S) >4 (R) >4(R) >4 (R) <=1(S) >16 (R)
Sefepim <=1(S) 4(I) >8(R) <=1(S) 2(h) >8(R)
Aztreonam <=1(S) 2(h >16 (R) 8 (R) <=1(S) >16 (R)
Ampisilin >8(R) >8(R) >8(R) >8(R) <=2(S) >8(R)
Amoksisilin-Klavulanat (f) >32/2(R) >32/2(R) >32/2(R) >32/2(R) 4/2 (S) 16/2 (R)
Piperasillin-Tazobaktam >16/4 (R) >16/4 (1) 8/4(S) <=4/4(S) <=4/4(S) <=4/4(S)
Kolistin <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X)
Trimetoprim-Siilfametoksazole >4/76(R) >4/76(R) <=1/19(S) <=1/19(S) <=1/19(S) <=1/19(S)
Fosfomisin w/G6P <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S)
Nitrofurantoin <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) 32(S)
Siprofloksasin <=10,25(S) >1(R) >1(R) 0,5(I) <=0,25(S) <=0,25(S)
Norfloksasin <=0,5(S) >2(R) >2(R) 1(I) <=0,5(S) <=05(S)
(S): Duyarl

(R): Direngli
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