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Cesitli Makrofunguslara Ait Fruktifikasyon, Vejetatif Misel Ve

Eksopolisakkaritlerin Antimikrobiyal Aktiviteleri Uzerine Cahsmalar

M. Said Demir

OZET

Bu calismada, makrofunguslarinin fruktifikasyon yapilarinin, batik kiiltiirde
tiretilen misellerinin ve batik kiiltiirde {iiretilen fungal eksopolisakkaritlerin ¢esitli test
mikroorganizmalarina karsit antimikrobiyal aktiviteleri arastinlmigtir.  Calismada
kullanilan Ganoderma carnosum, Laetiporus sulphureus, Coprinus comatus, Lenzites
betulina, Clavariadelphus truncatus, Polyporus arcularius, Lentinus strigosus, Cerrena
unicolor mantarlar: Eskisehir ili ve komsu illerden toplanmistir. Calismada test
mikroorganizmasi olarak Gr pozitif ve Gr negatif bakteriler ile mayalar kullanilmistir.

Makrofunguslarin fruktifikasyon ekstraktlari, misel ekstraktlar1 ve fungal
eksopolisakkaritlerin ekstraksiyonlarinin test mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal
aktivitesi, pozitif kontroller olarak kullanilan Vankomisin ve Flukonazol
antibiyotiklerinden alinan sonuglar ile karsilastirilmistir. Yapilan deneyin sonuglarina
gore makrofungus ekstraksiyonlarinin, misel ekstraksiyonlarinin  ve fungal
eksopolisakkaritlerin antimikrobiyal aktivitesinin ayn1 ¢oziiclide degisik sonuglar

gostermistir. Sonuclarin ¢6ziicli ve susa bagli olarak degistigi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Fungal furuktifikasyon, Batik kiiltiir misel, Eksopolisakkarit,
Antimikrobiyal Aktivite, Eskisehir, Ganoderma carnosum, Laetiporus sulphureus,
Coprinus comatus, Lenzites betulina, Clavariadelphus truncatus, Polyporus arcularius,

Lentinus strigosus, Cerrena unicolor



Studies On Antimicrobial Activity Of Some Macrofungus

Fructifications, Vegetative Myceliums And Fungal Exopolysaccharides

M. Said DEMIR

SUMMARY

In this study we investigate antimicrobial activity of mushroom fructifications,
mycelial growth in submerged culture in liquid media and exopolysaccarides produced
by submerged cultures in liquid media against the test microorganisms. The
mushrooms Ganoderma carnosum, Laetiporus sulphureus, Coprinus comatus, Lenzites
betulina, Clavariadelphus truncatus, Polyporus arcularius, Lentinus strigosus, Cerrena
unicolor were collected in Eskigehir city and neighbour cities. In the study Gr pozitive
and Gr negative bacteria and yeasts were used as test microorganisms.

Antimicrobial activity of macrofungus fructification extracts, mycelial growth
extracts and fungal exopolysaccarides against test microorganisms has compared with
the results of positive control antibiotics of Vancomycine and Fluconazole. The results
of the experiment shows in the same species the antimicrobial activity of mushroom
fructification extracts, mycelial extracts and mushroom exopolysaccarides has different
results in same solvent. It has determined that antimicrobial activity of mushrooms

changes depends on solvents and strains.

Key words: Mushroom extract, Submerged mycelial extract, Fungal
Exopolysaccharides, Antimicrobial Activity, Eskisehir, Ganoderma carnosum,
Laetiporus  sulphureus, Coprinus comatus, Lenzites betulina, Clavariadelphus

truncatus, Polyporus arcularius, Lentinus strigosus, Cerrena unicolor
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TESEKKUR

Yiiksek lisans c¢alismalarim sirasinda ders asamasi ve tez konusunun
belirlenmesinde, caligmalarimi degerli goriis ve bilgileri ile ydnlendiren, destegini
esirgemeyen danigmanim ve saym hocam Yrd. Do¢. Dr. Mustafa Yama¢’ a en derin

tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢aligmalarim ve tez ¢aligmam esnasinda, her zaman yanimda olup
bana siirekli yardim eden ¢ok degerli arkadasim Semra Yiicel’e katkilarindan dolay:

cok tesekkiir ederim.

Egitim ve Ogretim hayatim siiresince maddi manevi yardimlar1 hi¢bir zaman
eksilmeyen kardeslerim Emre ve Enes Demir’e, desteklerini ve sevgilerini esirgemeyen

Serife ve Stkrii Demir’e ¢ok tesekkiir ediyorum.

Yiiksek lisans ve tez yazim asamasinda bana destek olan arkadaslarim Gokhan
ve Erhan Benli’ye, Biilent Onutkan, Cenap Dizman ve Murat Akin’a ve ismini buraya
yazamadigim tiim arkadaslarima c¢alismalarimda beni yalniz birakmadiklar igin

tesekkiir ederim.



1.GIRiS
1.1. Genel Bilgiler

Cok uzun zamandir insanlar i¢in funguslar hem besin hem de tibbi agidan
onemli olmuslardir. Eski Roma doneminde mantarlara “Tanrinin yiyecekleri” denirdi.
Ciinkii Mantarlar jupiterin yildirimlarin diinyaya diistiigii yagmurlu giinlerden sonra

2

cikiyordu. Misirlilar ise “ Tanr1 Osiris’ in hediyesi ”, Cinlilerde ise “Hayat iksiri”
olarak bahsedilirdi (Conchran, 1978.). Asya uygarliklarinda ¢ok eski zamanlarda bile
tibbi amaglhi kullanildiklar1 bilinmektedir.  Yine mantarlarin zehirli olduklar1 da
bilinmekteydi. Bazi suikastlarda da kullanilmislardi. Amanita phalloides Roma Krali I
Claudius ve Papa Clement II’ nin de oldiiriilmesinde kullanilmigti. Mantarin tibbi
oneminden ilk olarak bahseden, M.0.400-470 yillarinda yasamis olan Hipokrat® tir.
Bircok iilkede ozellikle Cin ve Japonya gibi Uzak Asya iilkelerinde bazi
makrofunguslarin ¢esitli hastaliklara karsi halk ilact olarak kullanildig1 bilinmektedir.
Gilinlimiizde ise funguslardan degisik ortamlarda elde edilen maddelerin saflastirilmasi
ile baslayan calismalar neticesinde funguslarin bagisiklig1 giiclendirici, hipoglisemik,
hipolipidemik, karacigeri koruyucu ve antimikrobiyal etki mekanizmalarinin,
immunostimulant ve benzer biyolojik ve farmakolojik Ozellikleri nedeni ile
aragtirtlmaya baglanmig ayrica kimya ve kozmetik endiistrisinde de boy gdstermeye
baslamistir (Ying et al.,1987).

Mantarlar fotosentez yapamazlar, besinlerini baska canlilarin irettiklerinden
doniistiirerek elde ederler. Heterotrofturlar. Besinlerin hiicreye alinma yolu,
absorbsiyon’ dur. Hiflerden olusan agsi bir yapiya sahiptirler. Hifler biiylir ve dallanir,
hiflerin kaynasmasina ise anastomoz denir. Olusan hif yiginlar1 miselleri olusturur.
Ortam sartlar1 uygunsa miseller biiyiiyerek toprak istii yapi olan karpofor adini
verdigimiz sapkay1 olustururlar. Okaryotik hiicre yapisina sahip olan makrofunguslar,
eseyli ve eseysiz iireyebilir. Yayilmak i¢in spor adi verilen yapilar1 kullanirlar.
Makrofunguslarin intrasellular ve ekstrasellular olmak iizere farkli tipteki iiriinlerinin,
cesitli mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkilerinin oldugu yapilan
calismalarla belirlenmistir. Bugiin bilinen sapkali mantar tiirii sayis1 12.000’ e yakindir.

Cok degisken sekil ve biiylikliiklerde olabilirler.



Ulkemizde makrofungus biyota ydnelik ¢aligmalarin son zamanlarda artmasina
karsin makrofunguslarin medikal etkileri iizerine ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Bu
konuya bilimsel anlamda ilgilenilmesine gerek vardir. Bu caligma halkimiz tarafindan
taninip, bilinen makrofunguslarin bakteri ve mayalara karst antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek amaci ile yapilmistir

Makrofunguslarin antimikrobiyal etkilerine, fungal yapida sentezlenen ve
ekseriyetle organizmaya has bazi fenolik bilesikler, purinler ve pirimidinler, kuinonlar,
terpenoidler ve fenil propanoid tiirevi antagonistik maddeler neden olmaktadir.
Antitlimoral etki gosteren en onemli maddeler ise kalvasin, volvotoksin, flamutoksin,
lentinan ve porisin gibi yalnizca makrofunguslardan izole edilmis maddeler olup ayn1
zamanda antiviral bilesiklerdir (Conchran, 1978).

Klinik olarak 6nemli olan aspirin, digitoksin, progesteron, kortizon ve morfin,
kinin gibi bir¢ok ilag bitkilerden ya da bitkilerin sayesinde elde edilen maddelerden
iretilir. Bugiin yeterince 6nem gosterilmese de funguslardan da bir¢ok ilag ve penisilin,
griseofulvin gibi antibiyotikler, ergot alkolodi ve cyclosporin elde edilmektedir. Son
yillarda yapilan arastirmalarda ise funguslarin ve onlardan elde edilen metabolitlerin
insan bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklarda pozitif sonuglar verdikleri gortilmiistiir.
Bugiinlerde yapilan c¢alismalarda ise funguslarin kanser, AIDS/HIV, Hepatit ve
bagisiklik sistemi hastaliklarina karsi etkileri arastirilmaktadir. Tarihsel olarak biiyiik
mantarlar eski Cin’ de klinik ilag olarak kullanilmaktaydi ve 100’ den fazla tiirlin
ozellikle bagisiklik sistemi kaynakli hastaliklarda nasil kullanilacagi bilinmekteydi.
Bugiin bu mantarlarin ¢ogu Japon, Cin ve Kore kaynakli ila¢ firmalari tarafindan
piyasaya sunulmaktadir. Bazilar1 yenebilen mantarlar olsa da bir¢ok yenmeyen
mantardan elde edilen maddeler tibbi arastirmalarda kullanilmaktadir. Tibbi amacla
kullanilan bir¢ok mantardan elde edilen iirlinlerin antitiimor, kardiyovaskiiler, antiviral,
antibakteriyal, antiparazitik, hepatoprotektif ve antidiabetik aktivitesinin oldugu
bulunmustur.

Bugiin Amerika, Cin ve Kore gibi iilkelerde bu etkilerin hayvan ve insanlarin
sistemlerinde nasil bir mekanizmayla oldugunu c¢6zmek iizere bir¢ok arastirma ve

deneyler yapilmaktadir. Funguslardan elde edilen eksopolisakkaritlerin antitiimor



aktivitesine sahip olduklar1 bilinmektedir. Fungal glukanlar en bilinenlerdir. Non-
sitotoksik glukan protein kompleksleridir. Verildikleri konak¢1 da spesifik tepkimelere
yol acarlar. Makrofajlari, Notrofilleri, Monositleri ve Dentritik hiicreleri uyararak
bagisiklik sistemini aktive ederler ve Sitokinler, Interlokin, interferonlar, koloni uyarici
faktorler gibi, kimyasal habercilerin salgilanmasini saglayarak akut faz tepkimeleri
verilmesini saglarlar (Smith et al., 2002).

Smirlt sayida da olsa bazi polisakkaritlerin antitiimor aktivitesi gosterdigi klinik
arastirmalarla  kanitlanmustir. Yapilan ¢alismalarda  Lentinus  edodes’in
fruktifikasyonundan elde edilen lentinan, Schizophyllum communae’ den sivi kiiltiirde
elde edilen schizophyllan ve Trametes versicolor‘ dan misel kiiltiirden elde edilen PSP
ve PSK, Grifola frondosa’dan elde edilen Grifon-D adli eksopolisakkaritler
kullanilmistir.  Giintimiizde Kore ve Cin’ de kemoterapi ve Radyoterapiye ek olarak
kullanilmaktadirlar. ~ Japonya’ da yapilan arastirmalarda ise tibbi mantarlarin
karisimlarindan  meydana gelen ekstraktlarla kanser hastalarinda iyilesmeler
gbzlenmistir. Bunlarin polisakkaritlerin kemoterapi esnasinda destekleyici etkileri
sayesinde olduklar1 sanilmaktadir. Fungal eksopolisakkaritlerin tibbi olarak
kullanilabilmelerinde 6nemli faktor toksisiteleridir. Kore ve Japonya’ da klinik
deneylerle toksisite testleri yapilmaktadir (Smith et al., 2002).

Ikekawa ve arkadaslar1 (1969), Polyporacea familyasindan mantarlara ait
fruktifikasyonlarindan elde ettigi esansiyel maddelerin antitiimoral aktiviteye sahip
olduklarini belirten bir makaleyi ilk kez yaymlamistir. Daha sonraki ¢aligmalarinda ise
bu maddelerin hayvanlar {izerinde bazi kanser tiirlerinde aktivite gosterdiklerini
aciklamistir (Ikekawa et al. 1982, 1992, 2001). Bunun sonrasinda ise bu mantalardan [3-
glukan polisakkaritlerden olusan ti¢ ilac gelistirilmistir. 7rametes versicolor’ un kiiltiire
edilmis biyomasindan elde edilen krestin, Lentinus edodes’ in fruktifikasyon
organlarindan elde edilen lentinan, Schizophyllum communae’ den siv1 kiiltiirde elde
edilen schizophyllan’ dir.

Auricularia polytricha ile batik kiiltiirde retilen eksopolisakkarit (EPS) ile yapilan
denemelerde diabetik ratlara verilen EPS ile plazma trigliserolde, kolestrolde, diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) miktarlarinda % 70’ lere varan bir diisiis kaydedilmistir
(Yang et al., 2002).



Hipoglisemik aktiviteleri Johnson ve arkadaglarinin fareler iizerinde yaptiklar
deneylerde diabetik hayvanlarda verilen eksopolisakkaritlerin antidiabetik aktivite
gosterdikleri belirlenmistir (Johnson et al., 1991).

Yine yapilan arastirmalarda Lentinus edodes’ in iirettigi eksopolisakkaritler kuru
mantar toz haline getirilerek diabetik ratlara verilerek kan glikoz seviyelerinde diisiis
gbzlemistir (Fukushima et al., 2001).

Phellinus linteus otantik dogu ilaglarindan biri olarak mide agris1 tedavisinde ve
dizde artrit tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir (Ikekawa et al., 1968). Bu gibi
kullanim alanlarindan dolayr P. linteus biyoaktif bilesenleri ile ilgili arastirmalar
antitiimor aktivitesi ile de ses getirmistir (Chung et al., 1993). Son yapilan ¢aligmalarda
bircok mantar tiirlinlin basidiyokarplar1 kullanilarak oldukga iyi hipoglisemik aktivite
gorilmiistiir. Yine yapilan ¢aligsmalarda kiiltiir ortaminda iiretilen misellerin ve kiiltiir
ortamlarindan elde edilen {irlinlerin de hipoglisemik aktivite gdsterdikleri belirlenmistir
(Song et al., 1998). Bilinen eksopolisakkaritleri kaynaklarina gore siralarsak 3

kategoride inceleyebiliriz.

1. Mikrobiyal Eksopolisakkaritler
2. Bakteriyel Eksopolisakkaritler
3. Fungal Eksopolisakkaritler

1.1.1. Mikrobiyal Eksopolisakkaritler ve Genel Ozellikleri

Polisakkaritlerde bulunan bir seker Tlnitesi daha ¢ok iki farkli seker ile
baglanmaktadir. Bu seker iinitesi dallara ayrilarak ¢ok biiyiik makromolekiillii sekillere
sahip yapilar meydana getirebilmektedir. Bu polisakkaritler farkli tiirdeki yiiksek
degiskenlik 6zelligi tasiyan bilgilere sahip makromolekiillerden olugsmaktadir. Niikleik
asit ve proteinin i¢indeki, niikleotid ve aminoasit tek bir yolla birbirine baglanirken,
polisakkaritlerin igerisindeki monosakkarit tiniteleri birkag c¢esidi farkli sekilde

baglanabilirler. Bazilar1 dallar olustururken, bazilar1 diiz yapilardan olusmaktadir.



Polisakkaritlerin yiiksek degiskenlik 6zellikleri, hiicre-hiicre iligkisine gerekli esnekligi
kazandirmaktadir. Mikrobiyal polisakkaritlerler, akiskan 6zellige sahiptirler.

Mikrobiyal polisakkaritler genel olarak cogunlukla monosakkaritlerden; D-
glikoz, D-galaktoz, D-mannoz, L-fruktoz ve L-ramnoz ve genellikle, N-
asetilhekzozamin, N-asetil-D-glikozamin ve N-asetil-D-galaktoz igerir. Mikrobiyal
polisakkaritlerde bunlarin disinda birgok seker bulundugu yapilan yeni g¢aligmalarla
belirlenmektedir (Sutherland, 1994).

Mikrobiyal polisakkaritlerin ¢ogu, bilesimlerinde organik yapilar tasir. Asetil
gruplart sitokiyometrik miktarlarda tek bir sekere bagli olarak bulunur. Fakat bakteriyel
alginatlar ve baz1 ksantan preperasyonlar1 gibi iiriinlerde monosakkarit kalintilar1 goklu
asetillenmis ve toplam ester igerigi oldukca yiiksektir. Bazi eksopolisakkaritlerde belirli
monosakkarit kalintilar1 asitlenmelerle tekrarli bir yap1 gostermektedir.  Ayrica
bakteriyel polisakkaritlerde ketal bagl piruvat gruplari da olduk¢a yaygindir. Ksantanin
ticari preperasyonlarinda piriivat  sitokiyometrik olarak Olciilebilir miktarda
bulunmaktadir. Birden fazla seker igeren polisakkaritlere 6rnek olarak Rhizobium
tiirlerinden elde edilen baz1 6rnekler verilebilir (Sutherland, 1994).

Siilfatin  6karyotik polisakkaritler ve proteoglikanlarla sinirli  oldugunun
diisiiniilmesine ragmen, siilfat az miktarda prokoryatik polimerlerde de bulunmaktadir.
Bu polimerler Cyanobacteria ve Archae grubunda bulunmaktadir. Diger bir 6rnek ise,
Haloferax mediterranea’ dan elde edilen vizkoz, yiiksek molekiiler agirlikli ve % 6
stilfat iceren bir polisakkarittir. Cok sayida fosforlanmis eksopolisakkaritler gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunan asitlere benzemektedir. Bazi1 gram
pozitif bakteriler ise, hem fosfat igceren ¢eper polimerlerini hem de ekstraselliilar
polisakkaritleri iiretebilmektedirler.  Gilinlimiize kadar yapilan calismalarda Gram
negatif bakterilerin polisakkaritlerinde fosfat bulunamamasina ragmen, Klebsiella,
Rhizobium, Xanthomonas ve Pseudomonas gibi bakterilerdeki polisakkaritlerde fosfat

bulunmustur (Sutherland, 1994).



1.1.2. Bakteriyel Eksopolisakkaritler

Laktik asit bakterileri yiyecek endiistrisinde besinleri zenginlestirmek, aroma
katmak gibi amaclarla kullanilmaktadir. Metabolizmalarinin sonucu olarak da ortama
kiigiik bir miktarda eksopolisakkarit iireterek biraktiklart bulunmustur (100200 mg/ml)
(Cerning 1995). Fakat modifiye ortam sartlar1 ve Lactobacillus sakei O-1 gibi 6zel
tiirler sayesinde bu miktar ¢ok daha yiiksek degerlere ¢ikabilmektedir.(4 g/ml) (Van den
Berg et al. 1995). Fermente siit iirlinlerinde peynir {iretimi esnasinda diisiik miktarda
EPS firetildigi bulunmustur (Rawson ve Marshall 1997). Mesofilik ve termofilik
bakteriler tarafidan EPS {retimi ile ilgili yapilan c¢alismalarda Streptococcus
thermophilus kullanilarak siit ve bugday bazli ortamlarda iiretilmistir (Cerning et al.,
1988; Doco et al., 1990; Ariga et al., 1992; Mozzi et al., 1995; Bubb et al., 1997,
Lemoine et al., 1997; Ricciardi et al., 1997)

Kompleks laboratuvar besiyerlerinde tliretim denenmis ve normalde 400 mg/ml
olan EPS {iretimi 1100-3000 mg/ml degerlerine ulasilmistir (Petit et al. 1991; De Vuyst
et al., 1998).

Yiiksek oranda ekstraseliilar madde iiretimi Myxobacteria’ larda goriilmektedir.
Myxobacteria’ nin Urettikleri ekstraseliilar maddeler arasinda polisakkarit ve protein
bulunmaktadir (Ding et al., 2004 ).

Bakteriyel polisakkaritlerin, siklikla D-glukuronik asit® e sahip oldugu

goriiliirken, bazilarinda D-galakturonik asit’ e sahip oldugu goriilmektedir. Bakteriyel
aljinatlar D-mannuronik asit ve L-gluronik asit igerir. Az sayida ki diger bakteriyel
polisakkaritler, iironik asit igerirler.  Prokaryotik kaynakli polimerlerin ¢ogunda
pentozlar bulunmaz. Kurdlan, Ksantan, Jellan, Alginat bilinen bakteriyel

eksopolisakkaritlerdir (Sutherland, 1994).



1.1.3. Fungal Eksopolisakkaritler

Gegtigimiz on sene miiddetince mikroorganizmalarin 6zellikle de mantarlarin
urettigi polisakkaritler cok dikkati ¢ekmistir. Bunun baslica sebebi de, bagisiklig
giiclendirici, antitimor ve hipolipidemik aktivite gdsteren degisik biyolojik ve
farmakolojik aktiviteye sahip olmalaridir.  Lentinus edodes tarafindan Lentinan,
Schizophyllum commune tarafindan Schizophyllan ve Coriolus versicolor tarafindan

iiretilen Krestin ticari degere sahiptir (Hwang et al., 2003).

1.1.3.1.Schizophyllan ve Scleroglukan

Skleroglukan, fungal bir eksopolisakkarittir. Kurdlana benzer ve tahminen her
ana zincirin Ugiincii glikozuna (1,3)- bagli D-glikoz artiklarinin baglanmasindan
olusmaktadir. Molekiiler agirlig yaklasik olarak 5-6x 10° daltondur (Sutherland, 1994).

Bir Basidiyomycetes tiirii olan Schizophyllum commune Schizophyllan,
Sclerotium rolfsii ise Scleroglukan iiretmektedir (Rau, 2004). Laboratuvar ortaminda
besiyerlerine inokule edilen Schizophyllum commune ve Sclerotium rolfsii’ den
Schizophyllan ile Scleroglukan iiretirken besiyerindeki degisimler gozlemlenmistir.
Besiyerlerindeki misel pelletleri kuvvetli sekilde ¢alkalanarak gelistirilmis olan
Schizophyllan ve Scleroglucan {iretilirken besiyerindeki azot azalarak sifir degerine
yaklastiginda bu metabolitlerin {iretimi de azalmakta hatta sabit faza gegmektedir. Her
iki mantarda farkli miktarda kompleks azot kaynag: igeren yeast ekstrakt besiyerine
ithtiya¢c duymaktadir. Sclerotium rolfsii yeast ekstrakttaki az konsantrasyondaki azotu
kullandiginda da scleroglucan iiretebilmektedir. Calkalamali biyoreaktoér kullanilarak
gelistirilen misel pelletlerindeki gelisim azalirken, hiicre duvarindan elde edilen serbest
B-glukan miktar1 artmaktadir. Fakat ¢ok hizli ¢alkalama 6nemli bir sekilde hiflere ve -
glukan’ a zarar vermektedir. Mantarlar lizerinde hiz ve sallama denenmis, bu baskinin
olusan yapiskan Schizophyllan iiretimini etkiledigi gézlemlenmistir. Her iki mantar igin
de besiyerinde bulunan glikoz énemlidir. Ciinkii besiyerindeki glikoz tiikendiginde [-

glukan olusumu baskilanarak azalmaktadir. Inkiibasyon esnasinda dnemsiz derecedeki



glikoz azalmasi spesifik yapigkan serbest B-glukan saliniminin azalmasma sebep
olmaktadir (Kizilcikli, 2004).

Zamk gibi yapiskan ve lastifimsi Schizophyllan ve Scleroglukan hiicre dis
duvarina gevsek bir sekilde birlesik ya da besiyerinde serbest olarak bulunmaktadirlar.
S1v1 soliisyon igerisindeki Schizophyllan ve Scleroglukan, tripleks bir yap1 olusturur.
Bu yapinin disina asili olarak B-(1,6)-zinciri D-glukoz yapist ile {iglii heliks olusturur.
Dimetilstilfoksit’ te 135 °C’ nin iistiinde ve pH 12 ve {istii degerinde {iclii heliks erir, tek
parca haline gelir ve rasgele sarilarak ortalama molekiiler agirligi iigcte birine iner.
Dogal siispansiyona ek olarak ilave edilen icerik mantar hiflerinin artmasina ve internal
zikzaklar yaparak filemontoz ag olusturmasina sebep olur (Kizilcikli, 2004).

Schizophyllan Japonya’ da 1986 yilindan beri kanser hastali§ina kars1 bagisiklik
sistemini destekleyici ajan olarak kullanilmaktadir. Klinik arastirmalar, glukanlarin
makrofaj aktivitesini, daha sonrada T-hiicrelerin ¢ok hizli bir sekilde cogalmalarina
dayanarak glukanin insanin bagisiklik ve savunma sistemini  giiclendirdigi
vurgulamaktadir (Kizilcikli, 2004).

Schizophyllanin geleneksel kemoterapide kullanilmasina iliskin daha 6nceden 367
hasta iizerinde yiriitilen ¢alismada, tedavisi miimkiin olmayan mide kanseri
vakalarinda ortalama yasam siiresinde dnemli artiglar saglanmistir. Schizophyllan yakin
zamanda yapilan bir¢ok ¢alisma dagirtlak kanseri hastalarinda da 6nemli i1yilesmeler
gostermistir. Diizenli yapilan calismalarda Schizophyllan’ 1n radyoterapiyle birlikte
kullanimlarinda, ikinci seviye kanser vakalarinda onemli iyilesmeler sagladig: fakat

liciincii seviye vakalarda etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Kizilcikli, 2004).

1.1.3.2. Lentinan

Lentinan, Lentinus edodes tarafindan iiretilir. Bu mantar tiirii diinyada bolca
tilkketilmektedir. Haslanarak yada kizartilarak tiiketilen Lentinula edodes mantarinin
baz1 kisilerin derilerinde alerjik reaksiyonlara ve kollar bacaklarda c¢izgi seklinde

kirmiziliklar olusmasina sebep olabilmektedir. Tiiketilen miktarin ve pisirme seklinin



ilgisi olmadiginin, bu reaksiyona bilinmeyen bir kofaktdriin sebep oldugu
disiiniilmektedir (Kizilcikli, 2004).

Japonya ve Cin’ de mantarlar ylizyillardir yemeklere tat vermesi i¢in baharat
olarak, daha uzun ve saglikli yasamak icin bolca tiiketilmektedir. Lentinula edodes
Avrupa’ da Kkiiltirde gelistirilerek, taze yada kurutulmus olarak tiiketilmektedir.
Diinyada ki toplam tiiketiminin 10000 ton civarinda olmasindan dolay1 en ¢ok tiiketilen
ikinci mantar tiiriidiir. Gida olarak kullanilmasinin yaninda ilag olarak da; giines
yaniklarina, kanser ve AIDS’ e kadar pek cok farkli hastalikta kullanim alan
bulmaktadir (Kizilcikli, 2004).

Giiniimiizde hazir yiyecek maddesi olarak ta karsimiza (Ornegin; Shiitake-
cikolatasi) ¢ikmaktadir. Bu mantarin ayrica protein, kalsiyum ve ¢inko, vitaminlerden
B1, B2 ve D i¢ermesinin yaninda kolesterol diisiiriicii, bagisiklik sistemini destekleyici
oldugu bildirilmektedir. Grip asis1 yerine Lentinula edodes’ ten yapilan tabletler
onerilmektedir. Lentinan 1s1ya oldukca dayaniklidir (Kizileikl, 2004).

Kurutulan Lentinus edodes pisirildiginde, gama-glutmytransferi aktive olarak
Lentinan korunur. Pisirilmeye baslandiktan 40 dk sonra Lentinan’ nin yapisi
bozulmaktadir. Buzlukta dondurulan Lentinus edodes’ ten ve misellinden elde edilen
polisakkaritin ana yapist B-(1-3)-Glukan ve B-(1-4), B-(1-6)-glukan yan zincirlerinden
olusmaktadir. Solunum sorunu olan hastalara Lentinan verilmis, hastalarda
Immunoglobin G (IgG) hiicrelerinin Lentinus edodes’ in sporlarina kars1 sayilarmin
arttigi gozlenerek alerjik reaksiyona sebep olmustur. Lentinus edodes mantari
tilkketildikten sonra derinin UV 151k ile temasa gectiginde alerjik reaksiyona sebep

oldugu bulunmustur (Kizilcikli, 2004).

1.1.3.3. Grifon-D (GD)

Grifola frondosa A.B.D.” nin batisinda, Avrupa ve Asya’ da dogada
yetismektedir. Yapilan bircok calismada Grifola frondosa’ dan elde edilen B-D-glukan’
nin glicli antitimor etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu p-D-glukan’ nin B-(1-6)-
glukan zincirine B-(1-3) ile baglanmistir. (Grifon-D, GD) (Daba and Ezereonye, 2003).



Ayrica kan basincini ve kan plazmasindaki yiiksek lipoprotein oranini (High Densitiy
Lipid) degistirmeden diisiirmektedir. Buna karsin Lentinus edodes ise HDL oranini da
diisiirerek kan basincini  diistirebilmektedir.  Grifola frondosa farelerde yapilan
caligmalarda kandaki glikoz metabolizmasin1 yavaglattigi goriilmiistiir. Amerika’ da
insanlar iizerinde yapilan klinik denemelerde gogiis kanserinde, AIDS tedavisinde, Cin’
de ise akciger, mide hepatoseliiler ve l16semi hastaliklarinda 6ncii umut verici ¢caligsmalar

yapilmistir (Kizileikli, 2004).

1.1.3.4. Krestin (PSK), Polisakkaropeptid (PSP) ve Coriolan

Ticari alanda en kullanigh olan polisakkaropeptid Krestin ve polisakkaropeptid
(PSP)’ dir. Krestin ve polisakkaropeptid (PSP), Corioulus versicolor’ un misellerinin
ekstraksiyonundan elde edilirken, Coriolan ise C. versicolor’ un hiicre digina salgiladigi
bir polisakkarittir. PSK, PSP ve Coriolan protein zincirine sahip oldugu ve antitiimor
etkisine sahip oldugu belirtilmektedir . PSK ve PSP yapisal yonden farkli olsalar da
aktiviteleri benzer 6zellikler gostermektedir (Kizilcikli, 2004).



2. MATERYAL

2.1. Calismada Kullanilan Makrofungus Tiirleri ve Tanmimlari

Calismada kullanilan makrofunguslar Eskisehir ydresi il sinirlar i¢inden komsu
illerden bolgelerden toplanmis ve laboratuvarda uygun kosullar altinda kurutularak ve

kiiltiir ortamlarinda depolanmustir.

Tablo 2.1. izolasyon ve identifikasyonlari saglanmis izolatlar ve kodlar

Mantar Tirleri Kodu Lokalite - Kaynak |
Ganoderma carnosum M-88
Laetiporus sulphureus M-107 Merkez
Coprinus comatus M-118 o
Eskisehir

Lenzites betulina S-2 Saricakaya
Clavariadelphus truncatus T-192

Tiirkmenbaba Dag1
Polyporus arcularius T-438
Ganoderma carnosum D-21 Kuskayas1 Yol Anit1 Bartin
Lentinus strigosus D-26

Geyve Sakarya

Cerrena unicolor D-30




2.1.1.Ganoderma carnosum Pat.

Syn: Ganoderma atkinsonii (Jahn, Kotlaba & Pouzar)

Makroskobik ve Mikroskobik Ozellikleri

Sapka boyutu 4-20 cm., yuvarlak, oval, bobrek veya yelpaze seklinde, yiizey
cesitli renklerdedir.  Gengken sarimsi-kahverengi, kirmizi, daha sonra kestane
kirmizisindan koyu kirmiziya kadar degisen tonlarda olabilir. Ust yiizey katmanl ve
parlak goriiniimdedir (Sekil 2.1). Himenyum gri-beyazdan krem rengine kadar degisen
renklerdedir. Zedelendigi zaman kahverengilesir. Her milimetrede 3-4 por bulunur.
Tiipler 0.5-2 cm. uzunlugunda, acik kahverengiden gri-kahverengiye degisen
renklerdedir. Sap 5-25 X 1-4 cm., bir tarafindan sikistirllmig silindir seklindedir.
Tabana dogru incelir ve sapa lateral baglanir. Yiizeyi diiz ve parlaktir. Sporlar 11-13 X
7.5-8.5 um, eliptik, sigilli, agik kahverengi renkte ve germinasyon poru hyalindir. Abies
ve diger konifer tiirlerinin ciiriimekte olan kiitiikleri iizerinde tiim yi1l boyunca

gozlenebilir. Alindigi lokasyon; Kirazli yolu, 1130 m., 22.04.2002, Kostekei.

Sekil 2.1. Ganoderma carnosum mantarinin morfolojik goriintiisii



2.1.2.Lentinus strigosus

Makroskobik ve Mikroskobik Ozellikleri

Bazidyokarpin dis ylizey beyazimsi beyazdan krem rengine kadar degisiklik
gosterir, Uistill ters acilmis semsiye benzeri dis biikkey uzun bir sapkasi vardir (Sekil 2.2)
Himenyum lameller uzun ve diizgiin sekillidir. Alt yiizeyleri agik kahverengi, sporlar 5-
10x10 pm,kiibik diiz ylizeylidir. Canli ve 6lmiis agac govdelerinde kiimeler halinde
bulunurlar. Yenebilir bir mantar tiiriidiir. Toplandig1 lokasyon : D 26, Lentinus

strigosus, 14.05.2005, Yesilvadi Dinlenme Tesisis Ustii — Geyve

Sekil 2.2. Lentinus strigosus mantarinin morfolojik goriintiisii



2.1.3.Cerrena unicolor (Bull.:Fr.) Murr.

Daedalea unicolor Bull.:Fr.

Agac zemin iizerinde 0,5-10 cm’ e kadar biiyiiyebilirler. Kiimeler halinde
biiyiiyen raf mantarlaridir (Sekil 2.3).Basidiyokarpin Ust yiizeyleri beyazdan griye,
griden kahverengiye kadar degisiklik gosterir.  Genellikle saca benzer uzantilar
olusturun alglerle kaplidirlar. Uzerlerinde belirgin biiyiime zonlar1 vardir. Himenyum
beyazdan duman rengine kadar renklenme gosterir. Tipik olarak dise benzer sekilde
lamelleri vardir. Tiipler 0,4-4 mm derinliktedir. Topuza benzer. Porlar dis gibi
tirtiklidir.  Por ¢aplart 2-3 mm ,beyazdan griye degisik renklerdedir. Sporlart Elipsoid,
diizgiin, 4.5-5.5 x 2.5-3.5um. Parazitik yada saprorofik,genellikle Olmiis agac
govdelerinde biiyiiyen tek yillik bir mantardir. Toplandigi lokasyon D-30, Cerrena
unicolor, 15.10.2005, Sakarya/Geyve Kamigh Koyii-Akyazi yol ayrimi (817 m), N 40
32 731-E 30 21 781

Sekil 2.3. Cerrena unicolor mantarinin morfolojik goriintiisii



2.1.4. Laetiporus sulphureus

Polyporaceae familyasindan bir mantar tiiriidiir. Kiikiirt mantar1 olarak ta
bilinen bu tiirlin sapkas1 10-40 cm genisliginde, birbiri lizerine raf bi¢imi binmis, ¢ok
sayida konsol seklindedir. Cogunlukla 20-40 kadar1 bir arada salkim gibi bulunur.
Geng halde iken, etli, yumusak ve nemli, listte agik portakal kirmizisi renginde,
kenarlar1 daha agik renktedir. Alt yiizii parlak siilfiir saris1, kiikiirt saris1 rengindedir.
Olgunlasinca sert, gevrek bir yapida, kirli beyaz ya da tebesir rengine donmektedir
(Sekil 2.4). Bazidyokarpda tiipler 1,5-3 mm ve kiikiirt renginde, porlar mm de 1-3 tane,
dairemsi veya yuvarlagimsi ve kiikiirt rengindedir. Sporlarin izi beyaz, sporlar eliptik,
5-7x3,5-4,5 um. Yaprakli ve igne yaprakli agaclarda; mese, kiraz, kestane, sogiit,
porsuk, ladin ve koknar agacglarinda, ge¢ ilkbahardan sonbahara degin goriiliir,

yaygindir, tek yilliktir.

Sekil 2.4. Laetiporus sulphureus mantarinin morfolojik goriintiisii



2.1.5. Coprinus comatus

Sapka boyu 5-15 cm. arasinda degisen st yiizeyi pullu beyaz renkli ya da kiil
renginde olabilen, sapkasi ¢can seklinde konik bir bi¢imdedir. Yaslandikca eriyen sapka
sonunda sporlarla birlikte dagilir. Himenyum birkag¢ glinde erir. Akici bir sapka yapist
vardir. Lamelli ve Siyah renktedir. Sporlar diizgiin elipsoid sekilde, pembemsi siyah,
mm.de 13-17adet ve 7-9 um. boyutlardadir. Toprak iizerinde ¢ayirlar otlak alanlar gibi
diizliklerde daha ¢ok bulunur (Sekil 2.5) Toplandigi lokasyon, Eskisehir, meselik
yerleskesi, M. Yamag, M—118.

Sekil 2.5. Coprinus comatus mantarinin morfolojik goriintiisii



2.1.6. Lenzites betulina (L.: Fr.) Fr.

Syn: Trametes betulina

Bazidyokarp yar1 yuvarlak sekilli, yelpaze veya rozet seklindedir. Substratina
lateral bir sekilde baglant1 yapar. 2-9 X 1-5 cm. ve 1-2 cm. kalinligindadir. Ust yiizey
radial dalgal1 ve oyuklu, ayn1 noktadan baslayan dar zonlar vardir. Kadifemsidir. Gri-
toprak kirmizisi, acik kahverengi, genellikle yesil renklenmeler mevcuttur (Sekil 2.6).
Kenarlar1 keskindir. Lamellerin kenarlar1 hafif¢e tirtiklidir ve santimetrede 12-15 adet
lamel bulunur. Lamellerin kalinligir yaklagik 1 cm.” dir. Krem renginden toprak
kirmizisina griden kahverengi renklerine kadar renklilik gosterebilir. Sporlar1 4.5-6.5 X
2-3 um boyutund, eliptik sekilli, hyalin ve diizdiir. Quercus, Betula ve Fagus gibi
yaprak doken agaclarin Olii dal pargalar1 iizerinde tiim yil boyunca goriilebilir.

Toplandig1 lokasyon; Saricakaya, 950 m, 16.03.2003 Kdostekci S2

Sekil 2.6. Lenzites betulina mantarinin morfolojik goriintiisii



2.1.7.Clavariadelphus truncatus (Quell.) Donk.

Basidyokarp biiyiikliigii 5-10 boyunda 2-5 cm. ¢apinda olabilir, silindirik, ug
kismi kalin, asagiya dogru incelen 6zellikte, bas kismi kesilmis gibi bir gériiniimdedir.
Sar1, turuncu-sar1 renktedir. Tabana dogru incelen bir sap vardir, mat ve kahverengi-
sar1 renklidir. Saglam bir dokuya sahiptir. Siingerimsi, yumusak, kesildigi zaman
leylak-kahverengimsi bir renk alir. Koku zayif, tadi hafiftir. KOH ile himeniyum
kirmiz1 renk alir. Sporlar 10-13 X 6-7.5 um boyutlarinda, eliptik, hyalin, diizdiir.
Icerisinde kiigiik graniiller vardir. Yaprak déken agacglar ve koniferlerin olusturdugu

ormanlik alanlar. Kirazli yolu, 1102m., 13.10.2002, Kostekci 192.( Sekil 2.7)

Sekil 2.7. Clavariadelphus truncatus mantarinin morfolojik goriintiisii



2.1.8. Polyporus arcularius Batsch: Fr.
Syn: Polyporus anisoporus Del. & Mont. in Mont.

Sapkas1 2-6 cm., yuvarlak, merkezi igeriye dogru hafifce basik, {ist ylizeyi pul
puldur. Olgunlasinca bu pullar dokiiliir. Sari-kahverengi, toprak kirmizisi-kahverengi,
acik kahverengi tonlarda olabilir. Merkezi daha koyudur. Himenyum bal petegi
seklinde, beyaz-krem rengindedir. Porlar ¢ok acili ve uzamis sekildedir. 0.1-0.2 cm.
uzunlugunda ve 0.1 cm. genisligindedir. Porlar merkezde daha kiiciliktiir. Sap 1.5-4 X
0.5-1 cm. biiyiikligiinde, sapkaya merkezden bazen de eksantrik olarak baglanabilir.
Silindirik, esnek-sert aras1 bir yapidadir. Kok c¢iiriikliigline neden olur. Sporlart 5.5-8 X
2-3 um boyutlarinda, silindirik-eliptik sekilli, diiz ve hyalindir. Yaprak doken agaglarin
kopmus dal parcalari iizerinde tespit edilmistir. Efsunbaba mevkii, 1230m., 23.11.2002,
Kostekei 438 (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. Polyporus arcularius mantarinin morfolojik gorlintiisii



2.2. Kullanilan Besiyeri ve Kimyasal Maddeler

2.2.1. Besiyerleri
Calismada kullanilan tiim besiyerleri hazir olarak temin edilmis saf suyla

¢oziiliip otoklavda 121 °C sicaklikta, 15 dakika tutularak steril edilmistir.

Sabouraud Dextrose Agar (Difco): Ticari besiyerinden 65 g/l oraninda tartilarak saf
suda c¢oziilmiistiir. Maya kiiltiirlerinin stok kiiltiirlerinin korunmasinda ve maya

kiltlirlerinin antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilmistir.

Patato Dektroz Agar (Acumedia):Ticari preparat olarak elde edilen hazir besi
yerinden 39 g/l oraninda tartilarak hazirlanir. Makrofunguslarin misel kiiltiirlerini

gelistirmek icin kullanilmistir.

Mueller Hinton Broth (Merck): Ticari besiyerinden 21g/1 oraninda tartilarak saf suda

¢oOziilmiistiir. Bakteri ve maya kiiltiirlerinin aktiflestirilmesinde kullanilmistir.

Mueller Hinton Agar (Fluka): Ticari besiyerinden 38 g/lt oraninda tartilarak distile
suda c¢Ozilmistiir.  Bakteri Kkiiltiirlerinin stoklanmasinda ve bakteri kiiltiirlerinin

antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilmistir.

PMP Besiyeri (Potato Malt Peptone Medium)

Malt exract 10 g
Peptone lg
Potato dextrose broth 24 ¢
Distile su 1000 ml

Makrofungus hiicrelerini siv1 besiyerinde kitlesel formda biiyilitmek i¢in kullanilmigtir

(Kim et al., 2002).



2.2.2. Kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Meteryallerin deney icin islenmeleri ve deney metaryallerinin hazirlanmasinda

kullanilan ¢6ziicii, ¢ozelti ve kimyasallar ve kullanim amacalar1 (Tablo 2.2)

Tablo 2.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Kimyasal Maddeler ve Kullanim Amaglar

Cozeltiler

Kloroform (Merck) Makrofunguslardan intrasellular ve ekstrasellular
madde ekstraksiyonu

Etil asetat (Merck) Makrofunguslarflan intrasellular ve ekstrasellular
madde ekstraksiyonu

Diklorometan (Merck) Makrofunguslar'dan intrasellular ve ekstrasellular
madde ekstraksiyonu

Etanol (Merck) Makrofunguslal.rdan intrasellular ve ekstrasellular
madde ekstraksiyonu

Dietil Eter (Merck) Makrofunguslar.dan intrasellular ve ekstrasellular
madde ekstraksiyonu

Heptan (Merck) Makrofunguslardan intrasellular ve ekstrasellular

madde ekstraksiyonu
Bakteri kiiltiirlerinin Mc Farland (0.5)’ e
gore seyreltilmesi

Ringer ¢ozeltisi

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Makrofunguslardan elde edilen ekstratlarin
(Merck) belirli konsantrasyonda ¢6ziilmesi

Mc Farland (No:0.5)

bulaniklik standard: bakteri kiiltlirlerinin standart

-% 1.175 BaCl, (0,5 ml) bulanikliliginin ayarlanmast

- (0,36 N) H,S0,4(99,5 ml)

0,1 N NaOH

Besiyeri pH nin ayarlanilmasinda kullanilmisgtir.

0,1 N HCl1

Besiyeri pH nin ayarlanilmasinda kullanilmistir




2.3. Test Mikroorganizmalar:

Calismada  kullanilan  mikroorganizmalardan  Staphylococcus  aureus,
Escherichia coli ve Candida glabrata Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ ndan, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Enterecoccus
faecium, Proteus vulgaris, Candida albicans, mikroorganizmalar1 ise United States

Department of Agricultural Research Service, Peoria, Illinois-USA adresinden temin

edilmistir(Tablo 2.3.).

Tablo 2.3. Calismada kullanilan test mikroorganizmalari

Bakteriler

Test Mikroorganizmalari

Sus Numaralari

Bacillus subtilis NRRLB-3711
Staphylococcus aureus ATCC-25923
Micrococcus luteus NRRLB-1018
Enterococcus faecium NRRL B-2354
Eschericha coli ATTC-25992
Proteus vulgaris NRRLB-123

Mayalar

Candida albicans

NRRLY-12983

Candida glabrata

Eskisehir Osmangazi Universitesi

Hasta izolat1




3. METOD

3.1. Makrofungus Fruktifikasyonlarinin Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

3.1.1. Makrofunguslarin ekstraksiyon icin hazirlanmasi
Araziden toplanan makrofungus Ornekleri, uygun kosullarda laboratuvarda

kurutulduktan sonra IKA marka 6giitlicti yardimu ile toz haline getirilmistir.

3.1.2. Solvent ekstraksiyonu

Toz halindeki makrofunguslardan 0.2 g tartilarak, 10 ml ¢dzgen iginde kii¢iik
kavanozlara yerlestirilmis ve 24 saat 20 °C’ de 150 rpm’ de ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Bu iglem, kloroform, dietileter, etilasetat, heptan ve diklorometan igin ayri
ayr1 uygulanmistir.  Ekstraksiyon asamasindan sonra, ¢dzgenler rotary evaporator
yardimi ile ugurulmus ve daha sonra elde edilen ekstraktlar tartilmis ve 1 ml DMSO’da

coziilerek, kullanilincaya kadar 4 °C’ de saklanmistir (GUCIN, 1997).

Sekil 3.1. Rotary Evaporator cihazi



Sekil 3.2. Rotary Evaporator cihazi ve elde edilen ekstrakt

3.1.3. Ekstre iceren disklerin hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilacak olan 6 mm capindaki diskler,
Whatman No:1” den hazirlanmistir. Hazirlanan diskler Etilen oksit gazi ile ESOGU Tip
Fakiiltesi Sterilizasyon Merkezinde steril edilmistir. Bu disklere emdirilen ekstrelerin
konsantrasyonu 30 pg/disk olacak sekilde ayarlanmistir. Sivi emdirilen diskler steril

kabinde oda sicakliginda 1 saat siire ile havalandirilarak kurumasi saglanmistir.

3.2. Batik Kiiltiirde Biiyiitilen Makrofungus Misellerinin Antimikrobiyal

Aktivitesinin Belirlenmesi

3.2.1. Makrofunguslardan misel eldesi

Makrofunguslarin ekstraselliilar {rtinlerini elde etmede gerekli olan misel
formlarin1 gelistirmek igin, makrofunguslardan alinan doku pargalar, steril kosullarda

Patato Dekstroz Agar’a (PDA) inokiile edilmistir. Makrofunguslarin  yiizey



sterilizasyonu, % 96’ lik alkol igerisine batirllip bek alevinde yakilarak
gerceklestirilmistir. PDA’ ya {i¢ nokta ekimi ile inokiile edilen doku pargalari, 25 °C’
de 7-10 giin stire ile inkiibe edilmis ve makrofunguslarin misel formlar1 elde edilmistir.
Petrilerde biiyiitiilen misel formlar1 yatik PDA tiiplerinde gelistirilerek stok kiiltiir

haline getirilmis ve kullanilincaya kadar 4 °C’ de saklanmustir.

3.2.2. Fermentasyon

Misel ve EPS iiretimini gerceklestirmek icin gerekli olan kiiltiir stok kiiltiirden
PDA besiyerine inokiile edilerek 25 °C’ de 7 giin siire ile inkiibe edilmistir (Kim et al.,
2005). Gelisen misellerden onceden steril edilen disk ¢ikarici ile 5 mm ¢apinda diskler
cikarilmistir. Cikarilan diskler, 50 ml Potato Malt Peptone Medium (PMP) iceren 250
ml’ lik erlenlere aktarilmistir. PMP iceren 250 ml’ lik erlenler ¢alkalamali etiivde 25
°C’ de 150 rpm calkalama hizinda 4 giin siire ile inkiibe edilmistir (Lee et al., 2003).
Dort giin sonunda gelisen hiicreler homojenizatorde aseptik kosullarda homojenize
edilmistir. Homojenizasyon ile elde edilen hiicre siispansiyonu, Potato Malt Peptone
Medium (PMP) besiyerine % 4 (v/v) oraninda inokiile edilmistir (Maziero et al., 1999).

Besiyerlerinin baglangi¢ pH degeri 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCI kullanilarak PH 5
olacak sekilde ayarlanmistir. Inokule edilen besiyerleri ¢alkalamali etiivde 25 °C’ de

150 rpm calkalama hizinda 10 giin gelistirilmistir (Kim et al., 2002).

3.2.3. Pellet formlarimin kiiltiir sivisindan ayrilmasi

Inkiibasyon siiresi sonucunda gelisen kiiltiirler, filtrasyon cihazindan gegirilerek
pellet formlar1 ve kiiltiir sivisi birbirinden ayrilmigtir.  Yas agirliklar1 kaydedilen
pelletler 45 °C sicakliktaki etiivde 2 giin bekletilerek tamamen kurumalar1 saglanmistir.

Daha sonra da kuru agirliklart kaydedilmistir.



3.2.4. Batik Kkiiltiirde biiyiitillen makrofungus misellerinin ekstraksiyon icin

hazirlanmasi

Siv1 besiyerinden siiziilerek ayrilan miseller etiivde 45 °C’ de kurutularak

agirliklar tartildi ve degirmen yardimu ile toz hale getirildi. Etiketlenerek kavanozlarda
4 °C’ de saklandi.

3.2.5. Solvent ekstraksiyonu

Etiketlenerek saklanan Orneklerden alinan misellere yapilan iglemler bolim

3.1.2° de anlatildig1 sekilde uygulanmistir.

3.2.6. Ekstre iceren disklerin hazirlanmasi

Solvent ekstraksiyonundan sonra elde edilen ektsraktlere yapilan islemler boliim

3.1.3’ de anlatildig1 sekilde uygulanmistir.

3.3. Makrofungus Izolatlari Tarafindan Uretilen Eksopolisakkaritlerin

Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

3.3.1. EPS’ lerin iiretimi ve ayristirilmasi

Eksopolisakkarit (EPS) iiretimini ger¢eklestirmek icin gerekli olan kiiltiir, bolim
3.2.2. Fermentasyon konusunda anlatildigi sekilde yapilmig daha sonra inkiibasyon
stiresi sonunda, erlenler kurutma kagidi yardim ile siiziilerek pellet ve siiziintii olarak

iki kisma ayrilmigtir. Elde edilen siizlintii, Whatman No: 2 filtre kagidindan (Whatman



International Ltd., Maidstone, UK) gecirilerek siiziilmiistiir (Hwang et al., 2003). Her
stiziintiiye hacminin dort kati kadar saf etanol eklenerek vorteks ile kuvvetlice
calkalandiktan sonra bir gece boyunca 4 °C’ de bekletilmistir (Lee et al., 2003). EPS,
sivt ortamdan 4500 g’ de 10 dakika santrifiijlenerek ayrilmistir. Santrifiijleme islemi
sonucunda olusan EPS ¢okeltisi, saf etanol ile ¢oziilerek darasi alinmis kiiciik siselere

aktarilmis ve etiketlenerek etiivde 35 °C de kurutulmustur (Kim et al., 2005).

3.3.2. EPS’ lerin hazirlanmasi
2 mg/ml konsantrasyonda tartilip hazirlanan EPS 6rnekleri tindalizasyonla steril

edilmistir.

3.4. Antimikrobiyal Aktivite Testleri

3.4.1. Test mikroorganizmalarinin aktiflestirilmesi

Denemede kullanilacak olan mikroorganizma kiiltiirleri, Mueller Hinton Broth
(MHB) besiyerinde iokiile edilerek aktiflestirilmistir. Stok kiiltiirlerden alinan bakteri
ve maya kiiltiirleri 10’ ar ml.lik MHB’ a inokiile edilerek 37 °C’ de, 150 devir/dakika 24

saat inkiibasyona birakilmaistir.

3.4.2.Makrofungus fruktifikasyonlarimin antimikrobiyal aktivitesinin disk

difiizyon yontemi ile belirlenmesi

Bakteri ve maya kiiltiirleri inkiibasyon siiresi sonrasinda bulanikliklart Mc
Farland (No:0.5) standart tiipine gore steril Ringer ile seyreltilerek hazirlanmistir.
Hazirlanan kiltiir sivilarindan mikropipetlerle 100 ul alinarak petrilere aktarilmig ve

drigalski spatiili yardimi ile tiim ylizeye homojen olarak yayilmigtir. Calismada



bakteriler i¢in 15 ml Mueller Hinton Agar (MHA) igeren plastik petriler, mayalar i¢in
ise 15 ml Sabourod Dekstroz Agar (SDA) igeren steril plastik petriler kullanilmistir.
Hazirlanan petriler etiivde 37 °C’ de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakteri ve
maya kiltiirlerinin inokiile edildigi petrilere, i¢lerine aseptik olarak intrasellular ve
ekstrasellular metabolit iceren makrofungus ve misel formlardan elde edilen ekstraktlar
30 pg/ml konsantrasyonda emdirilmis diskler yerlestirilmistir. Bakteri ve mayalar 37
°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin etrafinda
olusan inhibisyon zonlarinin c¢aplari, 6 mm disk ¢ap1 da dahil olmak iizere 6l¢iilmiistiir.
Negatif kontrol i¢in sadece ¢dzgenlerin emdirilmis oldugu diskler, Pozitif kontrol olarak
hazir antibiyotik diskleri kullanilmigtir. Bakteriler icin, 30 pg/disk konsantrasyonda
vankomisin diski kullanilmastir. Mayalar icin 1ise, flukonazol 30 pg/disk
konsantrasyonda  hazirlanmistir. Test mikroorganizmalarina karsi  yapilan
antimikrobiyal aktivite denemeleri 2 paralel halinde ¢alisilmis ve sonuclar her bir ekstre
ve kontrol antibiyotikleri i¢in inhibisyon zonlarinin ortalamasi1 alinarak

degerlendirilmistir (Bauer and Kirby, 1966).

3.4.3. Batik kiiltiirde biiyiitillen makrofungus misellerinin disk difiizyon yontemi

ile belirlenmesi

Batik kiiltiirde biiyiitiilen makrofungus misellerinin antimikrobiyal aktivite testi

boliim 3.4.2. de anlatilan disk difiizyon yontemi ile yapilmustir.

3.4.4. Eksopolisakkaritlerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi, agar kuyu

yontemi

Boliim 2.4.1. de anlatilan yontemle hazirlanan ve mikroorganizma inokiilasyonu
yapilan petriler etiivde 37 °C’ de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakteri ve maya
kiiltiirlerinin inokiile edildigi petrilere aseptik kosullarda 6 mm ¢apinda kuyular agilmis

ve bu kuyulara EPS c¢ozeltileri 2 mg/ml konsantrasyonda 15 pl ¢ozelti eklenmistir.



Daha sonra bakteri ve mayalar 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda kuyularin etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari, 6 mm kuyu ¢ap1
da dahil olmak iizere Olclilmiistir.  Negatif kontrol i¢in sadece steril saf su
kullanilmistir.  Pozitif kontrol olarak bakteriler i¢in 30 pg/disk konsantrasyonda
Vankomisin diski kullanilmistir. Mayalar icin ise, Flukonazol antibiyotiginden 30

ng/disk konsantrasyonda diskler hazirlanmistir.



4.BULGULAR

Elimizde bulunan mantar fruktifikasyonlari, batik kiiltiirde biiyiitiilen mantar

miselleri ve batik kiiltiirde iiretilmis fungal eksopolisakkaritlerin gesitli ¢oziiciilerle

ekstrasyonlari ile elde edilen maddeler kullanilarak mikroorganizmalara karsi denenmis

ve antimikrobiyal etkileri gézlenmistir.

4.1. Test Mikroorganizmalarina Kars1 Fungal Fruktifikasyon Ekstraktlarinin

Antimikrobiyal Aktivitesi

Cesitli bolgelerden toplanan makrofunguslarin degisik ¢oziiciiler kullanilarak

ektraksiyonlar yapilmis ve bu ekstraksiyonlarin test mikroorganizmalarina karsi

antimikrobiyal 6zellikleri denenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Cesitli test mikroorganizmalarina kars1 fungal fruktifikasyon ekstraktlarinin

inhibisyon zon ¢ap1 (mm.)

M-88/G. carnosum

HEPTAN
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ETILASETAT

M-107/L. sulphureus
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A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus
faecium E: Eschericha coli F: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata,

DM: Denenmedi

D: Enterococcus



Tablo 4.1(Devamm) Cesitli test mikroorganizmalarina karsi fungal fruktifikasyon
ekstraktlarinin inhibisyon zon ¢ap1 (mm.)

M-118/ C. comatus A B C D E F G H

HEPTAN - - - - - 15 - -
DIETILETER - 7 - 14 7 - - 13
KLOROFORM - - - 11 - 8 - 12
DIKLOROMETAN - - - - - - - 11
ETILASETAT - - - - 7 -

D-26/ L. strigosus A B C D E F G
HEPTAN - - - 14 | 7 9

DIETILETER - - - 11 - - -
KLOROFORM - - - - - 8 -
DIKLOROMETAN - - - -
ETILASETAT -
D-30/ C. unicolor A
HEPTAN -
DIETILETER -
KLOROFORM -
DIKLOROMETAN -
ETILASETAT -
S-2/ L. betulina A
HEPTAN -
DIETILETER -
KLOROFORM -
DIKLOROMETAN -
ETILASETAT -
T-192/ C. truncatus A
HEPTAN -
DIETILETER -
KLOROFORM 9
DIKLOROMETAN -
ETILASETAT -
T-438/ P. arcularius A
HEPTAN -
DIETILETER -
KLOROFORM -
DIKLOROMETAN -
ETILASETAT -
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Flukonazol DM
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A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
faecium E: Eschericha coli ¥: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata,
DM: Denenmedi



4.2. Test Mikroorganizmalarina Kars1 Batik Kiiltiirde Biiyiitillen Misel lerin

Ekstraksiyonlarimin Antimikrobiyal Aktivitesi

Fungal kiiltiirler batik kiiltiir ortaminda biiyiitiilmistiir. Elde edilen misellerden
cesitli c¢oziiciiler kullanilarak ektraksiyonlar yapilmis ve bu ekstraksiyonlarin test
mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal Ozellikleri denenmistir.  Ganoderma
carnosum, Lenzites betulina, Clavariadelphus truncatus, Polyporus arcularius,
Ganoderma carnosum (D-26), Lentinus strigosus, Cerrena unicolor ‘da olumlu

sonuclar elde edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Cesitli test mikroorganizmalarina karsi batik kiiltiir ortaminda biiyiitiilmiis

olan misel ekstraktlarinin inhibisyon zon ¢ap1 ( mm.)

M-88/ G. carnosum A B C D E F G
HEPTAN - - - - - - -
DIETILETER - - - - - - _
KLOROFORM - - - - - - -
DIKLOROMETAN - - - - - - -
ETILASETAT - - - - - - _
M-107/ L.sulphureus A B C D E F G
HEPTAN AN R B N T
DIETILETER - - - - - - -
KLOROFORM - - - - - - -
DIKLOROMETAN - - - - - - -
ETILASETAT - - - - - - -
M-118/ C. comatus A B C D E F G
HEPTAN - - - - - - -
DIETILETER - - - - - - -
KLOROFORM - - - - - - -
DIKLOROMETAN - - - - - - -

Vankomisin 20 | 14 | 12 | 14 | 11 - | DM
Flukonazol DM DM DM DM |[DM |[DM | 13 | 11
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A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
faecium E: Eschericha coli F: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata,
DM: Denenmedi



Tablo 4.2(devami) Cesitli test mikroorganizmalarina kars1 batik kiiltiir ortaminda

biiyiitiilmiis olan misel ekstraktlarinin inhibisyon zon ¢ap1 ( mm.)
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A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus
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Enterococcus

faecium E: Eschericha coli F: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata,

DM: Denenmedi



4.3. Cesitli Test Mikroorganizmalarina Kars1 Fungal Eksopolisakkaritlerin

Antimikrobiyal Aktivitesi

Ganoderma carnosum (M-88)’ dan elde edilen eksopolisakkaritler B. subtilis’ e
11 mm’lik bir inhibisyon zonu, M. luteus’ a kars1 15 mm’lik bir zon, E. faecium’ a kars1
14 mm. zon , E. coli’ ye ise 7 mm. zon olusturmustur. C.albicans’ a kars1 en yiiksek
aktiviteyi gostererek 16 mm’lik bir zon ¢ap1 gézlenmistir (Tablo 4.3).

Polyporus arcularius’ dan elde edilen eksopolisakkaritler de ise S. aureus’ a
karst 11 mm’lik zon olusturmus. M. luteus’ a kars1 en yiiksek aktiviteyi 12 mm’lik zon
olusturarak gdstermistir. Diger mikroorganizmalara karsi herhangi bir etki

gostermedigi gézlemlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Cesitli test mikroorganizmalarina kars1 fungal eksopolisakkaritlerin
inhibisyon zon ¢ap1 (mm.)

EPS A B C D E F G H
M-118 - - - - - - - -
D-21 - - 15 14 - - 16 -
T-438 - 11 12 - - - - -
S-2 11 - 12 - 7 - - -
D-30 - - - 13 7 - - -
M-88 9 - - 13 7 - - -
T-192 - - - - - - - -
M-107 - - - - - - - -
D-26 - - - - - - - -
Vankomisin 20 14 12 14 11 - DM DM
Flukonazol DM DM DM DM DM DM 13 11

A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
Sfaecium E: Eschericha coli F: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, M-
118: Coprinus comatus, D-21: Ganoderma carnosum, T-438: Polyporus arcularius, S-2:
Lenzites betulina, D-30: Cerrena unicolor, M-88: Ganoderma carnosum, T-192:
Clavariadelphus truncatus, M-107: Laetiporus sulphureus, D-26: Lentinus strigosus, DM:
Denenmedi



Lenzites betulina’ dan elde edilen eksopolisakkaritler de 11 mm’lik zonla B.
subtilis’ e kasi, 12 mm’lik zonla M. luteus’ a ve 8 mm’lik zonla E. coli’ de diisiik
antimikrobiyal aktivite goriilmiistiir. Diger mikroorganizmalara kars1 herhangi bir etki
saptanmamustir (Tablo 4.3).

Cerrena unicolor’ dan elde edilen eksopolisakkaritler de E. faecium’ a kars1 13
mm’lik zon olusumu, E. coli’ de ise 8 mm’lik zonla diigiik antimikrobiyal aktivite
gbzlenmistir. Diger mikroorganizmalara karsi ise herhangi bir etkisinin olmadig: tespit
edilmistir (Tablo 4.3).

Clavariadelphus truncatus, Laetiporus sulphureus ve Lentinus strigosus’ dan
elde edilen eksopolisakkaritler de deney mikroorganizmalarina karsi herhangi bir

aktivite gostermedikleri tespit edilmistir (Tablo 4.3).



5.TARTISMA

Patojen mikroorganizmalar insanlar i¢in her zaman sorun olmustur. Giiniimiiz
kosullarinda bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazandiklar1 da diisiiniildiigiinde
siirekli yeni antibiyotikler aranmaktadir. Modern teknolojiden yararlanilarak
giinimiizde fungal antimikrobiyal maddelerin izolasyonu ve fungal kokenli ilaglarin
iiretim ¢alismalart hiz kazanmistir. Yapilan ¢aligmada tilkemizin farkli bolgelerinden
izole edilmis makrofungus izolatlarinin c¢esitli yasam formlar1 ve metabolitlerinin
antimikrobiyal aktiviteleri karsilagtirllmistir. Bu amagla makrofungus izolatlarindan
elde edilen eksopolisakkaritler, batik kiiltiir ortaminda biiyiitiilmiis miseller ve
fruktifikasyon yapilari, sahip olduklari antimikrobiyal aktivite acisindan cesitli test
mikroorganizmalarina kars1 taranmistir. Calismada kullanilan test mikroorganizmalari
insanda patojendir. Calismada kullanilan 9 makrofungus tiiriiniin intraselliiler ve/veya
ekstraseliiler iirlinlerinin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir. Elde edilen veriler antimikrobiyal aktivitenin ¢6ziicii ve susa bagl olarak
degistigini gostermektedir. Tir i¢i farkliliklar1 ortaya koyabilmek amaci ile farkli

lokalitelerden elde edilmis aynu tiire ait izolatlar da ¢alismaya dahil edilmistir.

5.1. Test Mikroorganizmalarina Kars1i Fungal Fruktifikasyon Ekstraktlarinin

Antimikrobiyal Aktivitesi

Ganoderma carnosum (M-88), Bacillus subtilis’ e kars1 etki sadece dietileter
ekstraksiyonunda goriilmiis ancak pozitif kontrolde kullanilan vankomisine gore ¢ok
etkili degildir. Staphylococcus aureus’ a kars1 tiim ¢oziicli ekstraksiyonlarinda aktivite
goriiliirken yine pozitif kontrole gore aktivite diisiiktiir.  Tim ektraksiyonlar
Micrococcus luteus’ a karsi herhangi bir etki gsterememistir. Enterococcus faecium’ a
kars1 aktivite sadece etilasetat ekstraksiyonunda goriilmiis fakat aktivite vankomisine
gore daha zayif kalmistir. Eschericha coli, Proteus vulgaris’ de herhangi bir etki
yaratmazken tiim ¢oziiciilerde Candida albicans ve Candida glabrata’ ya kars1 zayif da

olsa etki gostermistir. (Tablo 4.1).



Laetiporus sulphureus Bacillus subtilis’ e karst hicbir ektraksiyonda etkili
olamamasma ragmen genis spektrumlu bir etkiye sahip oldugu bulunmustur.
Staphylococcus aureus’ a tim ¢Ozilicii ekstraksiyonlarinda etkili olmasina ragmen
vankomisinde elde edilen degerlere gore diisiiktliir. Micrococcus luteus’ a karsi sadece
kloroform ekstraktinda etki goriilmiistiir. ~ Heptan ve dietileter ekstraktlarinda
Enterococcus faecium’ a kars1 ¢ok az etki goriilmesine karsin diger c¢ozeltilerde etki
saptanmamustir. Eschericha coli’ de tiim ¢ozelti ekstraktlarinda etkili olmasina ragmen
vankomisine gore zayif kaldig1 goriilmiistiir. Proteus vulgaris ve Candida albicans’ a
dietileter, kloroform ve diklorometanda ¢ok zayif etki gozlenmistir. Tim ¢oziiclilerde
Candida glabrata’ ya kars1 vankomisine gore daha diisiik de olsa aktivite goriilmiistiir.
(Tablo 4.1).

Coprinus comatus’ da  Bacillus subtilis, Micrococcus luteus ve Candida
albicans’ a kars1 herhangi bir etkisinin olmadig1 bulunmustur. Staphylococcus aureus’
a kars1 zayif bir etki sadece dietileter ektraksiyonu ile elde edilmistir. Enterococcus
faecium’ a dietileterden elde edilen sonug pozitif kontrolde kullanilan vankomisini ile
ayni degerdedir. Bu sonu¢ Coprinus comatus’ tan elde edilen en yiiksek antimikrobiyal
aktivite sonuclarindan biridir. Eschericha coli ve Proteus vulgaris’ e kars1 da zayif
aktivite goriilmiistiir. Candida glabrata’ da kloroform ekstraksiyonundan elde edilen
sonu¢ da yine pozitif kontrol olarak kullanilan flukonazole gore daha yiiksek ¢ikarak
Coprinus comatus’ un antifungal aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. (Tablo 4.1).

Lenzites betulina’ dan Bacillus subtilis ve Eschericha coli’ ye kars1 aktivite
goriilmemistir.  Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecium,
Proteus vulgaris, Candida albicans ve Candida glabrata’ ya kars1 pozitif kontrollere
gore daha zayif etki gostermis ancak sekiz mikroorganizmadan altisina karsi etki
gostererek genis spektrumlu  antimikrobiyal etken maddelere sahip oldugunu
anlagilmistir. (Tablo 4.1).

Clavariadelphus truncatus tim ¢ozelti ekstraksiyonlarinda Eschericha coli ve
Proteus vulgaris’ e higbir aktivite gostermemistir. Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecium, Candida albicans ve Candida
glabrata’ ya kars1 pozitif kontrole yakin degerlerde antimikrobiyal aktivite gostermistir

(Tablo 4.1).



Deney sonuglarmma gore etilasetatla ekstraksiyon sonuclarinda higbir
mikroorganizmaya etki gostermemesi de ilging bir sonuctur. Diger ¢oziiciilerle yapilan
denemelerde elde edilen sonuglar ¢ok yiiksek degerlerde olmasa da Clavariadelphus
truncatus’ un antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve test mikroorganizmalarina etkili
oldugu goriilmiistiir. (Tablo 4.1).

Polyporus arcularius tim ¢oziiciilerde sadece B. subtilis’ e karsi etki gostermis
ve diger mikroorganizmalara karsi herhangi bir etkisi olmamustir.  Polyporus
arcularius’ un spesifik bir antimikrobiyal etki gOstermesi bu alanda yapilacak
caligmalar i¢in bir basamak olusturabilecek bir sonugtur. (Tablo 4.1).

Lentinus strigosus Enterococcus faecium’ a Kars1 heptanda vankomisin ile ayni
degerlerde dietileter de daha diisiik degerler olmasina ragmen yine aktivite goriilmiistiir.
Eschericha coli ve Proteus vulgaris’ de sadece heptanda etki gostermis fakat cok etkili
olmadiklar1 goriilmiistiir.  Candida glabrata’ ya karst yapilan denemelerde ise
kloroformda flukanozolden daha yiiksek sonu¢ alinmis diklorometanda ise flukonazolle
ayni degerler bulunmustur. Dietileterde ise ¢ok az etki goriilmiistiir. (Tablo 4.1).

Cerrena unicolor Bacillus subtilis, Micrococcus luteus ve Proteus vulgaris’ e
kars1 etki gostermemistir. En yliksek degerler dietileter ekstraktlarinda goriilmiistiir.
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Eschericha coli, Candida albicans ve
Candida glabrata’ da pozitif kontrole gére daha az aktivite goriilmiis ancak genis
spektrumlu etki gostermistir. (Tablo 4.1).

Tim fungus fruktifikasyonlarmin  Heptanla ekstraksiyonundan deney
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite go6zlenmistir. Ganoderma
carnosum’ da Staphylococcus aureus ve Candida albicans’ a kars1 az bir aktivite
gostermistir. P. vulgaris’ e kars1 heptan ekstraksiyonu vankomisinle karsilastirildiginda
cok yiiksek degerlerdedir. Spesifik bir aktivite s6z konusudur. Laetiporus sulphureus’
ta ise Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Eschericha coli’ ye kars1 aktivite
goriilmustir. Coprinus comatus’ da ise Heptan ektraksiyonu Proteus vulgaris’ e karsi
aktivite gostermistir. Bu deger P. vulgaris’ e kars1 vankomisinden daha etkili oldugunu
ve etkili antimikrobiyal aktivitesi oldugunu gostermistir. Lentinus strigosus’ ta
Enterococcus faecium’ a kars1 yiiksek aktivite gostermis ve vankomisin ile ayni
degerleri vermistir. Eschericha coli, Proteus vulgaris’ e kars1 da aktivite gosterdigi

bulunmustur. Cerrena unicolor’ da diisik de olsa aktivite goriilmistlir. Lenzites



betulina Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium ve Candida glabrata’ ya karst
diisiik aktivite gostermistir. Clavariadelphus truncatus’ da Candida glabrata’ ya karsi
aktivite gozlenmistir. Heptan ekstraksiyonunun en yiiksek aktivite gosteren 6rnekleri
Lentinus strigosus ve Coprinus comatus’ dur (Tablo 4.1).

Dietileter ekstraksiyonunda tiim funguslarda sonu¢ alinmustir. Ganoderma
carnosum’ da Bacillus subtilis, Candida albicans, Candida glabrata’ da aktivite
gorilmiis, Staphylococcus aureus’ a karsi daha yiiksek aktivite gostermistir. Laetiporus
sulphureus 1ise Bacillus subtilis ve Micrococcus Iuteus haricindeki tiim deney
mikroorganizmalarina karsi etki gostermistir.  Coprinus comatus, Staphylococcus
aureus Eschericha coli, Candida glabrata’ ya kars1t etki gosterirken Enterococcus
faecium’ a kars1 yiiksek antimikrobiyal aktivite gdstermis bu sonuglar vankomisin ile
ayni degerdedir. Lentinus  strigosus Enterococcus faecium’ a kars1 yiiksek
antimikrobiyal aktivite gosteritken Candida glabrata’ ya karsi da az da olsa
antimikrobiyal aktivite g0Ostermistir. Cerrena unicolor 1ise Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Proteus vulgaris haricindeki deney mikroorganizmalarina diisiik de
olsa aktivite gostermistir. Lenzites betulina’ dan elde edilen ekstraktlarda ise Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, Eschericha coli’ de herhangi bir aktivite goriilmemistir.
Proteus Vulgaris’ te vankomisininden daha etkili sonu¢ vermistir. Clavariadelphus
truncatus’ da Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Candida albicans ve
Candida glabrata’ ya kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Polyporus arcularius’
de sadece Staphylococcus aureus’ a karst diisiik aktivite goriilmiistiir. Dietileter
ekstraksiyonda hemen hemen tiim Orneklerde etkili sonuglar ¢ikmistir. Laetiporus
sulphureus, Coprinus comatus, Cerrena unicolor, Lenzites betulina genis spektrumlu ve
etkili antimikrobiyal etki gosteren tiirler olmustur (Tablo 4.1).

Kloroform  ektraksiyonu sonuglarinda  Bacillus  subtiliss e  sadece
Clavariadelphus truncatus’ da etki goriilmiistiir. Staphylococcus aureus’ a Ganoderma
carnosum ve Polyporus arcularius’ de  yiikksek aktivite degerleri goriilmistiir.
Micrococcus luteus’ a karst Clavariadelphus truncatus en fazla etki gosteren ekstrakt
olmustur. Enterococcus faecium’ a kars1 en etkili ekstrakt Coprinus comatus ve
Clavariadelphus truncatus oldugu goriilmistiir. Kloroform ekstraktlarinda E. coli’ ye
sadece Laetiporus sulphureus etkili olmus ancak vankomisine gore cok etkisiz

kalmistir.  Proteus vulgaris’ e karst Laetiporus sulphureus, Coprinus comatus,



Ganoderma carnosum ve Lenzites betulina yliksek aktivite gostermis vankomisin ise
etkisiz kalmistir. Candida albicans’ a Clavariadelphus truncatus flukanozole gore
daha az almasina ragmen deneyde en iyi sonucu vermistir. C. glabrata’ ya Polyporus
arcularius haricinde tiim kloroform ekstraktlarinda aktivite goriilmiis en yiiksek
degerler G.carnosum ve C. comatus’ dan elde edilmistir. Elde edilen sonuglar
flukanozolden daha etkili olduklarmi gostermektedir.  Kloroform ektraksiyonu
sonuglarinda  Laetiporus  sulphureus, Coprinus comatus, Lenzites betulina,
Clavariadelphus truncatus genis spektrumlu etkiye sahip tlirler olmus ve aktiviteleri
yiiksek tiirlerdir (Tablo 4.1).

Diklorometan ekstraksiyonlarinda B. subtilis’ e karsi aktivite goriilmemistir.
Staphylococcus aureus’ a karst vankomisine gore disiik aktivite belirlenmistir.
Ganoderma carnosum ve Coprinus comatus’ da aktivite goriillmemistir. Diklorometan
ekstraksiyonunda Micrococcus luteus’ a karsi aktivite gosteren sadece Lenzites betulina
olmus ancak etkili bir aktivite goriilmemistir. Enterococcus faecium’ a karsi etkili bir
aktivite saptanmamis ancak Lenzites betulina ve Clavariadelphus truncatus’ ta diisiik
aktivite gozlenmistir.  Proteus vulgaris’ e karst kullanilan vankomisin etki
gostermezken Laetiporus sulphureus ve Lenzites betulina’ da antimikrobiyal aktivite
goriilmiistiir. Diklorometan ekstraksiyonlarindan Ganoderma carnosum, Laetiporus
sulphureus, Lenzites betulina, Clavariadelphus truncatus’ da Candida albicans’ a karsi
aktivite goriilmiis. I¢lerinde flukonazole en yakin sonucu Clavariadelphus truncatus’
da gorilmistiir.  Candida glabrata’ ya kars1 antimikrobiyal aktivite Polyporus
arcularius haricinde tim ekstraksiyonlarda goriilmiis olup en yiiksek aktiviteyi
Coprinus comatus ve Laetiporus sulphureus — gostermistir.  Genel itibari ile
diklorometan ekstraksiyonlarinda en fazla mikroorganizma cesidine etkili olan tiirler
Laetiporus sulphureus, Lenzites betulina olmustur. En etkili tlirler ise Coprinus
comatus ve Laetiporus sulphureus olmustur (Tablo 4.1).

Etilasetat ekstraksiyonlarinda B. subtilis’ e karsi aktivite gosteren olmamistir. S.
aureus’ a Ganoderma carnosum, Laetiporus sulphureus ve Polyporus arcularius olumlu
sonuclar alinmasina ragmen cok etkili degerlere ulagilamamistir. Yine M. luteus’ a
karsi herhangi bir aktivite olmamustir. Enterococcus faecium’ a karsi ise sadece
Ganoderma carnosum etkili olmustur. Eschericha coli’ de ise Laetiporus sulphureus,

Coprinus comatus ve Lentinus strigosus da aktivite goriilmiis ancak vankomisine gore



cok zayif bir etkide oldugu tespit edilmistir. Proteus vulgaris’ e etilasetat
ekstraksiyonundan herhangi bir sonu¢ alimamamistir. Candida albicans ve Candida
glabrata’ da sonuglar alinmis ancak etkili olmadiklar1 goriilmiistiir.  Etilasetat
ekstraksiyonlarinda ¢ok yiiksek degerlere ulagilamamasina ragmen en genis etki
Laetiporus sulphureus, Ganoderma carnosum, Cerrena unicolor’ da gorilmiistiir.
Ancak pozitif kontrolde kullanilan antibiyotiklere gore etkisiz kaldiklart bulunmustur

(Tablo 4.1).

5.2. Test Mikroorganizmalarina Kars1i Batik Kiiltiir Misel Ekstraktlariin
Antimikrobiyal Aktivitesi

Batik kiiltiir ortaminda iiretilen makrofungus misellerinin ¢esitli ¢oziictilerle
ektraksiyonu sonrasinda elde edilen ekstraktlar test mikroorganizmalarina karsi
denenmis ve sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglara gore ;

Ganoderma carnosum (M-88)’ un tiim ekstraksiyonlar1 sadece C. glabrata’ ya
kars1 etki gostermis en yliksek aktivasyon ise heptan ¢oziiciisiinde goriilmiistiir. Ancak
elde edilen veriler pozitif kontrole gore daha diistiktiir. Bir diger lokaliteden alinan
Ganoderma carnosum (D-21)’ un tiim ekstraksiyonlarinda yine C. glabrata’ ya karsi
aktivite goriilmiistiir. Ancak bu deneyde heptanla ektraksiyonda daha genis bir etki
alaninda aktivasyon goriilmiistiir. B. subtilis, P. vulgaris ve C. albicans’ a da aktivite
gostermistir.  Kloroform ekstraksiyonunda Bacillus  subtilis’ e, diklorometan
ekstraksiyonunda M. [uteus’ a, etilasetat ekstraksiyonunda ise E. coli’ ye etki
gostermistir. Bunun nedeninin ¢oziiclilerdeki farkli polariteler yiiziinden farkli etken
maddelerin elde edilmis olmalarindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Tablo 4.2).

Coprinus comatus’ da tim ¢oziiclilerde sadece C. glabrata’ ya kars1 aktivite
goriiliirken en fazla antimikrobiyal aktivitenin goriildiigii ekstrakt etilasetat ¢ozeltisinin
kullanildig1 deneyde elde edilmistir. Ancak deney sonuglari yine pozitif kontrole gore

zay1f bir aktivite oldugunu gostermektedir (Tablo 4.2).



Laetiporus sulphureus’ un heptanla ekstraksiyonunda antifungal etki gostererek
sadece Candida glabrata ve Candida albicans’ a etki etmistir.  Diger tiim
ekstraksiyonlarinda ise sadece C. glabrata’ ya kars1 aktivasyon goriilmiis ancak pozitif
kontrole gore etkinin zayif kaldig1 goriilmiistiir (Tablo 4.2).

Lenzites betulina’ da heptan ve dietileter ¢ozeltisinde sadece Enterococcus
faecium’ a karst etki gosterdigi bulunmustur. Kloroform ve diklorometan ¢ozeltisi
ekstraktlarinda ise antifungal etki gostermis ve Candida albicans ve Candida glabrata’
ya kars1 pozitif kontrole gore daha zayif etki gosterdikleri goriilmiistiir. Etilasetat
ekstrakti deney sonucunda ise sadece Candida albicans’ a kars1 etkili oldugu ancak bu
etkinin zay1f oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.2).

Polyporus arcularius heptan ekstraksiyonu sonug¢ vermemistir.  Dietileter,
kloroform, diklorometan ekstraksiyonlarinda sadece Candida glabrata’ ya kars1 etkili
olduklar1 ancak pozitif kontrole gore daha zayif olduklart goriilmistiir.
Clavariadelphus truncatus heptan ve kloroform ekstraksiyonunda sonu¢ alinamamustir.
Ancak dietileter ekstraksiyonu sonucu daha genis bir etki gostererek Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecium, Eschericha coli,
Candida albicans’ a kars1 pozitif kontrole gore zayif da olsa etki gostermistir.
Diklorometan ekstraksiyonunda ise sadece Candida albicans’ a karsi etkili olmustur.
Etilasetat ekstraksiyonunda Staphylococcus aureus ve Candida albicans’ da etkili
olmus ancak pozitif kontrolde kullanilan antibiyotiklere gore daha zayif kaldiklar
bulunmustur (Tablo 4.2).

Lentinus strigosus heptan ekstraksiyonunda sadece Candida glabrata’ ya karsi
etki gostermis diger test mikroorganizmalarina karsi etkili olmamistir. Diger tiim
¢oOziicii ekstraksiyonlarinda ise Enterococcus faecium ve Candida glabrata® da
antimikrobiyal aktivite goriilmistiir. Ancak pozitif kontrole gore daha diisiik aktivite
gorilmiistiir

Heptan ¢oziicli kullanmilarak Clavariadelphus truncatus, Polyporus arcularius
haricinde tiim mantarlarin misel ekstraksiyonlarinda sonuglara ulagilmistir. Cerrena
unicolor’ un heptan ekstraktlarinda en yiiksek aktivite gézlenmis yine Ganoderma
carnosum misellerinin heptanla ekstraksiyonundan elde edilen sonuclarda yiiksek

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (Tablo 4.2).



Ganoderma carnosum, Laetiporus sulphureus, Coprinus comatus’ un Dietileter
ekstraktlarinda sadece Candida glabrata’ ya karst antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Lentinus strigosus’ un Enterococcus faecium ve Candida glabrata’ ya
karst etkili oldugu bulunmustur. Cerrena unicolor’ dan elde edilen ekstraktlarin ise
Bacillus  subtilis, Proteus vulgaris, Candida albicans haricindeki tiim test
mikroorganizmalarina  karst  antimikrobiyal aktivite gosterdigi  bulunmustur.
Clavariadelphus truncatus’ dan elde edilen ekstraktlarin ise Bacillus subtilis, Proteus
vulgaris, Candida glabrata haricindeki tiim test mikroorganizmalarina Kkarsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmugtur (Tablo 4.2).

Diger mantarlara gore daha genis etkili oldugu goriilen Cerrena unicolor’ da
tim ekstraksiyonlarda Bacillus subtilis’ e etkili olmamis, Staphylococcus aureus
(Sekil.5.1), Micrococcus luteus (Sekil.5.2), Eschericha coli’ de (Sekil.5.3) pozitif
kontrole gore daha az etki gostermistir. Enterococcus faecium’ a karsi etkili oldugu
goriilmiistiir.  Proteus vulgaris, Candida albicans’ a kars1 etkili olmadiklar1 ancak
Candida glabrata’ ya karsi zayif etki gosterdigi deney sonucunda goriilmiistiir.
Enterococcus faecium ve Eschericha coli’ ye kars1 aliman sonuglar pozitif kontrolde
alian sonuglardan daha etkili olduklar1 goriilmiistiir.

C. unicolor deney sonucunda en genis zon ¢a1 ve en etkili tiirlerden biri olmugtur.
Genis bir etki yelpazesi gostermis en fazla S.aureus, Micrococcus luteus veEschericha

coli’ de aktivite géstermistir



Sekil.5.1-1. Cerrena unicolor‘ un S.aureus’a kars1 antimikrobiyal aktivitesi.
A: Heptan, B: Dietileter, C: Kloroform, D: Diklorometan, E:Etilasetat

Sekil.5.1-2. Cerrena unicolor ‘un Micrococcus luteus’a kars1 antimikrobiyal aktivitesi.
A: Heptan, B: Dietileter, C: Kloroform, D: Diklorometan, E:Etilasetat



Sekil.5.1-3. Cerrena unicolor‘ un Eschericha coli’ ye kars1 antimikrobiyal aktivitesi
A: Heptan, B: Dietileter, C: Kloroform, D: Diklorometan, E:Etilasetat

Lenzites betulina’ dan elde edilen ekstrakt sadece Enterococcus faecium’ a karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur. Polyporus arcularius’ den elde edilen
ekstrakt sadece Candida glabrata® ya karst antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bulunmustur. Dietileter ektraksiyonlar: ile yapilan denemelerde genel itibari ile en
genis etkili olan tiirler Cerrena unicolor ve Clavariadelphus truncatus oldugu
bulunmustur (Tablo 4.2).

Batik kiiltiir misellerinin kloroformla ekstraksiyonundan elde edilen ekstraktlar dan
sadece Clavariadelphus truncatus hari¢ timiinde Candida glabrata® ya XKarsi
antimikrobiyal aktivite gozlendi. Clavariadelphus truncatus’ da diger test
mikroorganizmalarina karst herhangi bir aktivite gozlenmemistir. — Ganoderma
carnosum’ da Bacillus subtilis ve Candida glabrata’ ya aktivite gosterirken diger test
mikroorganizmalarina etki etmedigi goriilmiistiir. Lentinus strigosus misel ekstrakti
Enterococcus faecium ve C. glabrata’ ya karst antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Cerrena unicolor kloroform ektraksyonunda en fazla mikroorganizma ¢esidine etki
gosteren fungus olmustur. Lenzites betulina’ da ise C. albicans ve C. glabrata’ ya etki

etmistir. Polyporus arcularius’ de sadece C. glabrata’ ya etki etmistir (Tablo 4.2).



Batik kiiltiir misellerinin diklorometan ekstraksiyonundan elde edilen sonuglara gore
genis etki yelpazesine sahip olan Ganoderma carnosum (D-21), Lentinus
strigosus, Cerrena unicolor ve Lenzites betulina’ dir. Cerrena unicolor ise en aktif etkiye
sahip tiir olarak belirlenmistir (Tablo 4.2).

Batik kiiltiir misellerinin diklorometan ekstraksiyonundan elde edilen ekstraktlar
dan tiim mantarlarda sonug elde edilmistir. Cerrena unicolor yine en yliksek degerlerde
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Clavariadelphus truncatus hari¢ tiim mantar misel
ekstraktlart Candida glabrata’ ya karsi etki gostermistir. Ganoderma carnosum
Micrococcus luteus’ a karst etki gostermistir.  Lentinus strigosus, Enterococcus
faecium’ a kars1 etki gostermistir. En etkili sonuglar1 Cerrena unicolor Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecium, Eschericha coli’ ye Xkarsi
gostermistir. Lenzites betulina ve Clavariadelphus truncatus’ da Candida albicans’ a
kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi bulunmustur (Tablo 4.2).

Yapilan deneyin sonucuna gore diklorometan ekstraksiyonunda en etkili tiiriin
Cerrena  unicolor oldugu bulunmustur.Batik  kiiltir ~ misellerinin  Etilasetat
ekstraksiyonundan elde edilen ekstraktlar dan tiim mantarlarda sonu¢ elde edilmistir.
Cerrena unicolor yine en yliksek degerlerde antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Ganoderma carnosum, Laetiporus sulphureus, Coprinus comatus ekstraktlar1 Candida
glabrata’ ya kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ganoderma carnosum ekstrakti
Eschericha coli © ye ve Candida glabrata Lentinus strigosus Enterococcus faecium’
a.kars1 etki gostermistir. Cerrena unicolor Staphylococcus aureus Micrococcus luteus,
Enterococcus faecium, Eschericha coli’ de antimikrobiyal etki gostermistir. Lenzites
betulina Candida albicans’ a kars1, Clavariadelphus truncatus Staphylococcus aureus,
Candida albicans’ a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Polyporus arcularius ise

mayalarin ikisine birden etki gdstermistir (Tablo 4.2).



5.3. Test Mikroorganizmalarina Kars1  Fungal Eksopolisakkaritlerin

Antimikrobiyal Aktivitesi

En yiiksek degerlerin bulundugu G. carnosum (D-21) ve G. carnosum (M-88)
Enterococcus faecium’ a karsi etki gostermis ayrica Micrococcus luteus’ a karsi pozitif
kontrolde kullanilan vankomisinden daha etkili oldugu goriilmiistiir. Candida albicans,
Bacillus subtilis ve E. coli’ ye kars1 da etki gostererek genis spektrumlu antimikrobiyal
bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeninin kiiltiirlerin alindiklar1 ortamlara
farklt adaptasyonlar yapmis olmalarindan dolayr farkli metabolitler iiretmelerinden
kaynaklandig1 sanilmaktadir. G. carnosum (D-21) EPS aktivite deneyinde Candida
albicans’ a kars1 etki gosteren tek kiiltlir oldugu goriilmiistiir. Ayrica pozitif kontrol
olarak kullanilan flukonazol antibiyotiginden daha etkili oldugu da deney sonucunda
bulunmustur. Staphylococcus aureus’ a kars1 aktivite gosteren tek EPS P.arcularius’
den elde edilmistir (Tablo 4.3).

Polyporus arcularius’ de ise S. aureus’ a kars1t 11 mm’lik zon olusturmus. M.
luteus’ a karst 12 mm’lik zonla aktivite gostererek pozitif kontrolle ayn1 etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir. Diger mikroorganizmalara karsi herhangi bir etki gostermedigi
gbzlemlenmistir. Lenzites betulina’ da 11 mm’lik zonla B. subtilis’ e kars1, 12 mm’lik
zonla M. luteus’ a kars1 pozitif kontrolde kullanilan vankomisin ile ayni degerleri
gostermis ve 8 mm’lik zonla E. coli’ de diisiik antimikrobiyal aktivite goriilmiistiir.
Diger mikroorganizmalara kars1 herhangi bir etki saptanmamistir. Cerrena unicolor’ da
E. faecium’ a karst 13 mm’lik zon olusumu, E. coli’ de ise 8 mm’lik zonla diisiik
antimikrobiyal aktivite gozlenmistir. Diger mikroorganizmalara kars1 ise herhangi bir
etkisinin olmadig: tespit edilmistir (Tablo 4.3).

Clavariadelphus truncatus, Laetiporus sulphureus ve Lentinus strigosus’ dan
elde edilen eksopolisakkaritlerin deney mikroorganizmalarina kars1 herhangi bir aktivite
gostermedikleri tespit edilmistir (Tablo 4.3).

Deneyde kullanilan test mikroorganizmalarindan Bacillus subtilis’ e karst en
fazla etki gosteren eksopolisakkarit Lenzites betulina’ dan elde edilmis ayrica
Ganoderma carnosum’ dan elde edilen Eksopolisakkarit de Lenzites betulina’ ya oranla

daha az aktivite gostermistir. Ancak iki deney sonucunda pozitif kontrolde kullanilan



antibiyotiklere gore daha az etki gosterdikleri saptanmigtir. Pozitif kontrole gore daha
az aktivite gosteren ve Staphylococcus aureus’ a karst etkili olabilen EPS ise sadece
Polyporus arcularius’ den elde edilen ekstrakdir.  Micrococcus luteus’ a karsi
Polyporus arcularius, Ganoderma carnosum (D-21) ve Lenzites betulina’ dan elde
edilen EPS ekstraktlar1 etki gostermistir.  Micrococcus luteus’ a karst en fazla
antimikrobiyal etki gosteren eksopolisakkarit Ganoderma carnosum’ dan elde edilmis,
aynt zamanda kullanilan test antibiyotigi ile de aym degeri gostermektedir.
Enterococcus faecium’ a kars1 ise Ganoderma carnosum (D-21) en yiiksek aktiviteyi
gosteren eksopolisakkaritin elde edildigi mantar oldugu bulunmustur. Pozitif kontrolle
ayni etkide oldugu bulunmustur. Eschericha coli’ ye kars1 Lenzites betulina, Cerrena
unicolor, Ganoderma carnosum ‘ dan elde edilen EPS* de ¢ok az antimikrobiyal aktivite
gozlenmistir. Proteus vulgaris’ e kars1 elde edilen eksopolisakkaritlerden ve pozitif
kontrolde kullanilan vankomisine kars1 direngli oldugu bulunmustur.  Candida
albicans’ a kars1 Ganoderma carnosum (D-21)’ dan elde edilen eksopolisakkaritte
yiiksek antimikrobiyal aktivite gozlenmistir. Bu ayni1 zamanda flukonazolden de etkili
oldugunu  gostermektedir. Candida  glabrata> ya kars1 elde edilen

eksopolisakkaritlerden herhangi bir aktiviteye rastlanmamistir (Tablo 4.3).



Genel itibari ile EPS ektraksiyon denemelerinde aktif tiir olarak G. Carnosum

(M-88 ve D-26), Polyporus arcularius, Lenzites betulina, Cerrena unicolor’ da test

mikroorganizmalarima kars1 etki gosterdikleri aym1i zamanda deneyde kullanilan

antibiyotiklere gore iyi sonuglar verdikleri bulunmustur (Tablo 4.3). G. carnosum ile

yapilan deneylerin sonucunda deneyde kullanilan fungusun degisik formlarinin aym

mikroorganizmalara kars1 degisik sonuglar gosterdikleri bulunmustur. Misel formdan

elde edilen ekstraktlar sadece C. glabrata’ ya etki ederken EPS ve fruktifikasyon

ekstraktlar1 diger mikroorganizmalara da etkili olmustur. En etkili sonu¢ Enterococcus

faecium’ a kars1 EPS deneyinde elde edilmis ve sonu¢ vankomisine yakin bir degerdedir

(Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Ganoderma carnosum’ un Fungal Eps, Misel ve Fruktifikasyonlarin

Sonuglarinin karsilagtirilmasi
M-88/Misel A B C D E F G H
HEPTAN - - - - - - - 10
DIETILETER - - - - - - - 8
KLOROFORM - - - - - - - 8
DIKLOROMETAN - - - - - - - 7
ETILASETAT - - - - - - - 8
M-88/Fruktifikasyon
HEPTAN - 7 - - - - 7 7
DIETILETER 7 10 - - - - 7 8
KLOROFORM - 9 - - - - 8 7
DIKLOROMETAN - 8 - - - - 7 7
ETILASETAT - 7 - 8 - - 7 7
M-88/EPS 9 - - 13 7 - - -
Vankomisin 20 14 12 14 11 - DM | DM
Flukonazol DM | DM | DM | DM | DM | DM 13 11

A: Bacillus subtilis

B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus

D: Enterococcus

faecium E: Eschericha coli F: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, M—
88: Ganoderma carnosum, DM: Denenmedi



Yapilan denemelerde Laetiporus sulphureus’ un misel ekstraksiyonlarinda
Candida albicans’ a kars1 sadece heptanda ve tiim ¢oziiclilerde C. glabrata’ ya karsi
aktivite goriilmiis olmasma ragmen fruktifikasyondan elde edilen ekstraktlardan B.
subtilis haricindeki tiim test mikroorganizmalarinda aktivite belirlenmistir. Ancak EPS

denemelerinde higbir sonuca ulasilamamistir (Tablo 5.2)

Tablo 5.2. Laetiporus sulphureus’ un Fungal Eps, Misel ve Fruktifikasyonlarin Sonuglarimin
karsilastirilmasi

M-107/Misel A B C D E F G H
HEPTAN - - - - - - 9 9
DIETILETER - - - - - - - 9
KLOROFORM - - - - - - - 8
DIKLOROMETAN - - - - - - - 7
ETILASETAT - - - - - - - 9
M-107/Fruktifikasyon

HEPTAN - 8 - 7 7 - - 7
DIETILETER - 7 - 8 7 7 9 7
KLOROFORM - 7 9 - 7 7 9 8
DIKLOROMETAN - 7 - - 7 7 7 8
ETILASETAT - 8 - - 7 - - 9
M-107/EPS - - - - - - - -
Vankomisin 20 14 12 14 11 - | DM | DM
Flukonazol DM |[DM | DM | DM | DM | DM | 13 11

A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
faecium E: Eschericha coli F: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, M-
107: Laetiporus sulphureus, DM: Denenmedi



Coprinus comatus’ da misel ekstraksiyonlarinda sadece Candida glabrata’ ya
kars1 aktivite gOstermistir.  Fungal fruktifikasyonda ise daha genis bir aktivite
gorilmistiir. Dietileter ekstraksiyonunda elde edilen sonuglar en yiiksek degerler olmus
ve pozitif kontrolden daha yiiksek degerler elde edilmistir. Proteus vulgaris’ e misel ve
EPS de aktivite goriilmezken fruktifikasyonun heptan ekstraktinda ¢ok etkili sonuca

ulasilmistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. Coprinus comatus’ un Fungal Eps, Misel ve Fruktifikasyonlarin Sonuglarinin
karsilastirilmasi

M-118/Misel A B C D E F G H
HEPTAN - - - - - - - 8
DIETILETER - - - - - - - 10
KLOROFORM - - - - - - - 7
DIKLOROMETAN - - - - - - - 7
ETILASETAT - - - - - - - 9
M-118/Fruktifikasyon

HEPTAN - - - - - 15 - -
DIETILETER - 7 - 14 7 - - 13
KLOROFORM - - - 11 - 8 - 12
DIKLOROMETAN - - - - - - - 11
ETILASETAT - - - - 7 - - -
M-118/EPS - - - - - - - -
Vankomisin 20 14 12 14 11 - DM | DM
Flukonazol DM | DM |[DM | DM | DM | DM | 13 11

A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
Sfaecium E: Eschericha coli F: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, M-
118: Coprinus comatus, DM: Denenmedi



Lentinus strigosus’ un misel formunun ekstraksiyonlarinda Enterococcus
faecium’ da etkili olmus ancak fruktifikasyon ekstraktlarinda 6zellikle sadece heptan
ekstraksiyonunda etkinin daha fazla oldugu bulunmustur.  Proteus vulgaris ve
Enterococcus faecium’ a karsi en basarili sonuglar fruktifikasyon ekstraksiyonlarinda

goriilmiistiir. (Tablo 5.4).

Tablo 5.4. Lentinus strigosus’ un Fungal Eps, Misel ve Fruktifikasyonlarin
Sonuglarinin karsilastirilmasi

D-26/Misel A B C D E F G H
HEPTAN - - - - - - - 10
DIETILETER - - - 8 - - - 9
KLOROFORM - - - 8 - - - 9
DIKLOROMETAN - - - 8 - - - 8
ETILASETAT - - - 7 - - - 7
D-26/Fruktifikasyon

HEPTAN - - - 14 7 9 - -
DIETILETER - - - 11 - - - 7
KLOROFORM - - - - - 8 - 12
DIKLOROMETAN - - - - - - - 11
ETILASETAT - - - - 7 - - -
D-26/EPS - - - - - - - -
Vankomisin 20 14 12 14 11 - DM | DM
Flukonazol DM | DM | DM | DM | DM | DM | 13 11

A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
Sfaecium E: Eschericha coli ¥: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, D-
26: Lentinus strigosus, DM: Denenmedi



Cerrena unicolor’

un batik kiiltirde {retilen misellerinden elde edilen

ekstraktlarin fruktifikasyonlardan elde edilenlere gore daha aktif sonuglar vermistir.

Eps ile de aktivite gosterebilirken Micrococcus luteus, Enterococcus faecium, Candida

glabrata’ ya kars1 aktif bir tiir oldugu anlasilmistir.

makrofunguslarin i¢inde en aktif tiirlerden biridir (Tablo 5.5).

Yapilan deneylerde kullanilan

Tablo 5.5 Cerrena unicolor’ un Fungal Eps, Misel ve Fruktifikasyonlarin Sonuglarinin

karsilastirilmasi
D-30/Misel A B D E F G H
HEPTAN - 9 8 16 7 - - 9
DIETILETER - 9 9 9 9 - - 9
KLOROFORM - 10 11 16 9 - - 9
DIKLOROMETAN - 10 11 16 9 - - 11
ETILASETAT - 7 8 16 7 - - 9
D-
30/Fruktifikasyon
HEPTAN - 7 - - - - - 8
DIETILETER - 8 - 8 9 - 8 7
KLOROFORM - - - - - - 8 7
DIKLOROMETAN - 8 - - - - - 8
ETILASETAT - - - - - - 10 9
D-30/EPS - - - 13 7 - - -
Vankomisin 20 14 12 14 11 - DM | DM
Flukonazol DM | DM DM DM | DM | DM 13 11

A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus
faecium E: Eschericha coli F: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, D-
30: Cerrena unicolor, DM: Denenmedi

D: Enterococcus




Lenzites betulina’ nin misel aktivitesinde pek etkili sonuglar ¢ikmazken sadece
kloroform ekstraksiyonunda Candida glabrata® ya karst etki gOstermistir.
Fruktifikasyondan elde edilen ekstraksiyonlarda daha genis bir spektrumda etki
gostermistir.  Proteus vulgaris’ e karsi ise sadece fruktifikasyon ekstraksiyonlarinda
aktivite goriilmiistiir. Vankomisinin Proteus vulgaris’ e etki etmedigi de deneyler
sonucunda goriilmiistiir. EPS deneylerinde ise farkli sonuglarin ¢ikmasi kiiltiirtin farkl:
formlarda farkli maddeler iirettiginin ve bu liretilen maddelerin antimikrobiyal maddeler

oldugu sanilmaktadir (Tablo 5.6).

Tablo 5.6 Lenzites betulina’ nin Fungal Eps, Misel ve Fruktifikasyonlarin Sonuglarinin
karsilastirilmasi

S-2/Misel A B C D E F G H
HEPTAN - - - 9 - - - -
DIETILETER - - - 7 - - - -
KLOROFORM - - - - - - 9 10
DIKLOROMETAN - - - - - - 9 9
ETILASETAT - - - - - - 8 -
S-2/Fruktifikasyon

HEPTAN - 8 - 7 - - - 7
DIETILETER - 9 - 8 - 8 8 7
KLOROFORM - - 9 8 - 9 9 7
DIKLOROMETAN - 7 8 7 - 8 9 7
ETILASETAT - - - - - - - 7
S-2/EPS 11 - 12 - 7 - - -
Vankomisin 20 14 12 14 11 - DM DM
Flukonazol DM | DM (DM | DM | DM | DM 13 11

A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
Sfaecium E: Eschericha coli ¥: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, S-
2: Lenzites betulina, DM: Denenmedi



Clavariadelphus truncatus ile yapilan deneylerin sonucunda eksopolisakkarit
ekstraksiyonlarinda sonuca rastlanmazken misel ve fruktifikasyon ektraksiyonlarinda
antimikrobiyal aktivie tespit edilmistir. Fungal fruktifikasyonlarin misellere gore daha
genis bir etki alania sahip oldugu gozlenmistir. Ancak elde edilen bulgular 1s181nda
Clavariadelphus truncatus’un kullanilan test mikroorganizmalarina kars1 aktif bir tiir

olmadig1 bulunmustur (Tablo 5.7.

Tablo 5.7. Clavariadelphus truncatus’un Fungal Eps, Misel ve Fruktifikasyonlarin

Sonuglarinin karsilastirilmasi

T-192/misel A B C D E F G H
HEPTAN - - - - - - - -
DIETILETER - 7 7 8 7 - 8 -
KLOROFORM - - - - - - - -
DIKLOROMETAN - - - - - - 7 -
ETILASETAT - 7 - - - - 8 -
T-192/Fruktifikasyon

HEPTAN - 8 - - - - 8 8
DIETILETER - 8 - 8 - - 8 9
KLOROFORM 9 7 10 | 10 - - 10 8
DIKLOROMETAN - 8 - 9 - - 10 7
ETILASETAT - - - - - - - -
T-192/EPS - - - - - - - -
Vankomisin 20 14 12 14 11 - DM | DM
Flukonazol DM | DM | DM | DM | DM | DM | 13 11

A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
faecium E: Eschericha coli ¥: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, T-
192: Clavariadelphus truncatus, DM: Denenmedi



Polyporus arcularius’un misel ekstraksyonlarindan elde edilen sonuglarda
antifungal etki goriilmiis ancak pozitif kontrole gore daha zayif oldugu belirlenmistir.
Fruktifikasyon ekstraksiyonu sonuglarinda ise sadece S. aureus da etkili olmustur.
Fruktifikasyon ve misellerde esde edilen sonuglar pozitif kontrole gore diisiik kamistir.
Fruktifikasyon ekstraktlarindan elde edilen sonuglar digerlerine gore farklilik
gostermektedir. EPS ekstraktlarinda ise M. luteus da pozitif kontrole yakin degerlere
ulasilmigtir (Tablo 5.8).

Tablo 5.8. Polyporus arcularius’ un Fungal Eps, Misel ve Fruktifikasyonlarin

Sonuglarinin karsilastirilmasi

T — 438/misel A B C D E F G
HEPTAN - R - - _ _ B
DIETILETER - - - - _ _ -
KLOROFORM - R - - - - _
DIKLOROMETAN - - - - - _ B
ETILASETAT - - - - _ i 3
T — 438/Fruktifikasyon
HEPTAN - 8
DIETILETER - 7
KLOROFORM - 9 - - - - _ -
8
8

s

X[ |0 ||

DIKLOROMETAN -
ETILASETAT - -
T — 438/EPS - 11 12 - - - - -
Vankomisin 20 14 12 14 11 - DM | DM
Flukonazol DM | DM | DM | DM | DM | DM 13 11

A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
faecium E: Eschericha coli ¥: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, T-
438: Polyporus arcularius, DM: Denenmedi



Yapilan deneylerde Gandoderma carnosumun (D-21) fruktifikasyonu elimizde
olmamasindan dolay1r denenememistir. Ancak elde edilen EPS sonuglar1 deneyler
sonucunda alinan en yiiksek degerlerdir. Bakteri ve mayalara etki gdsterimis etkili bir

tiir oldugu sonucuna varilmistir.

Tablo 5.9. Ganoderma carnosum’ un Fungal Eps, Misel ve Fruktifikasyonlarin

Sonuglarinin karsilagtirilmasi

D-21/Misel A B C D E F G H
HEPTAN 7 - - - - 8 9 8
DIETILETER - - - - - - - 9
KLOROFORM 8 - - - - - 8
DIKLOROMETAN - - 9 - - - - 8
ETILASETAT - - - 8 - - 9
D-21/Fruktifikasyon DM |[DM |DM (DM |DM |DM |DM | DM
HEPTAN DM |[DM (DM (DM |DM |DM |DM | DM
DIETILETER DM |[DM (DM (DM |DM |DM |DM | DM
KLOROFORM DM |[DM (DM |DM |DM |DM | DM | DM
DIKLOROMETAN DM (DM (DM (DM |DM |DM |DM | DM
ETILASETAT DM (DM (DM (DM |DM |DM |DM | DM
D-21/EPS - - 15 14 |- - 16 |-
Vankomisin 20 14 12 14 11 - DM | DM
Flukonazol DM | DM | DM | DM | DM | DM | 13 11

A: Bacillus subtilis B: Staphylococcus aureus C: Micrococcus luteus D: Enterococcus
Sfaecium E: Eschericha coli ¥: Proteus vulgaris G: Candida albicans H: Candida glabrata, D-
21: Ganoderma carnosum, DM: Denenmedi

Yapilan deneylerin sonucunda elde edilen verilere gore ayni mantara ait
Eksopolisakkaritin ayn1 mantara ait misel ve fruktifikasyonunun farkli etkiler
gosterdikleri bulunmustur.  Bunun nedeninin mantarin farkli kosullarda farkli
metabolitler tiretmelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Caligmalarda ayni tiire ait
farkli lokasyonlardan alinan makrofunguslarin farkli etkiler gosterdikleri de deneyler

sonucunda anlasilmistir. Deneyde alinan sonuglarin bu landa yapilan ¢alismalara bir



basamak ve kaynak olmasi amaglanmistir. Yapilacak deneylere MIC (Minimum
Inhibition Consantration) ¢alismalarinin katilmasi ,etken maddelerin saflastirilmasi ve
kromotografik yontemlerle elde edilmesi de yapilabilecek c¢alismalara zenginlik
katacag1 disiiniilmektedir. Ayrica duplikat makrofungus sayisinin arttirilmasi ve
deneyde kullanilan mikroorganizmalarin ¢esitliliginin arttirilmast da deneye daha
zengin sonuglar katacagi diislinilmektedir. Alinan degerlere gore aktivite gosteren
tiirlere ait ¢alismalarin genisletilerek etken antimikrobiyal maddelerin izole edilmesi
i¢cin daha ayrintili bir arastirma yapilmalidir.

Yurt i¢inde ve yurtdisinda yapilan ¢aligmalarda makrofunguslarin ekstraksiyonu
kullanilmis (Hirasawa et al., 1998 ; Daba et al.,2005; GUCIN ve ark.,1997; Mau et al.,
2002) veya kati/s1v1 besiyerinde iiretilen miseller kullanilmig (Hatvani et al., 2000) yada
fungal eksopolisakkaritler kullanilarak (Wasser et al., 2002; Gao et al.,2005)
antimikrobiyal aktiviteleri denenmektedir. Daha 6nce bu alanda yapilan ¢aligmalarin
hicbirinde makrofungus ekstraksiyonu, misel ekstraksiyonu ve fungal EPS’ler
antimikrobiyal aktivite testlerinde ayni anda denenmistir. Yapilan ¢alisma alaninda bir
ilk olmas1 sebebi ile diger ¢alismalara karsilagtirma olanagi nedeni ile ilerleyen yillarda
yapilacak caligmalarda kaynak olmasi agisindan oOnemli bir calisma oldugu
diistiniilmektedir.

Makrofunguslarin uzun yillardir insanlar tarafindan besin olarak kullanilmasi ve
dogu iilkelerinde alternatif tipta kullanildiklar1 i¢in 6neme sahiptirler (Smith, Rowan
and Sullivan, 2002). Mantarlar iizerinde yapilan caligmalara dnem verilmesini ve
tilkemize ait mantar tiirlerinin oncelikle calisilmas1 gerektiginin dnemini vurgulayarak
yapilan c¢alismanin sonuglarinin Makrofunguslar ile yapilan bu tip antimikrobiyal
aktivite calismalar ile igerdikleri aktif maddenin yapisinin aydinlatilmasi, mutajenik,
karsinojenik ve sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi gibi genis amacl ¢alismalara konu

olmasini umuyoruz.
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