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0Oz — Dogal yenilebilir mantarlarin Diinya’nin bircok iilkesinde geleneksel anlamda besin ve ilag olarak kullanildig
uzun zamandan beri bilinen bir konudur. Morchella esculenta (L.) Pers (Kuzu Ggbegi) tibbi kullanim ve besin
degeri agisindan son derece degerlidir. Giiniimiize kadar yapilan birgok bilimsel ¢alismaya goére makro funguslarin
antiviral, antibakteriyal, antiprotozoal ve antifungal ozellik gdsteren gesitli kimyasal bilesiklere sahip oldugu
bilinmektedir. Gergeklestirilen bu ¢aliymada Kirsehir ili ve ilgelerinden toplanan Kuzu Gébegi mantarlarinin 18S
rRNA ve ITS gen bolgeleri ¢ogaltilarak molekiiler olarak tanimlamalar gergeklestirilmistir. Ayrica, bu
mantarlarinin etanol, metanol ve sulu ekstraklarinin antimikrobiyal etkileri ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde agar
kuyucuk yéntemi ile arastirilmigtir. Son olarak, etkili bulunan ekstraktlarin Minimal Inhibisyon Konsantrasyon
(MIC, MIK) degerleri Broth Diliisyon metodu kullanilarak belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda en etkili
ekstraktin etanol ekstrakt: oldugu ve Pseudomonas aeruginosa ATCC43288 iizerine oldukga etkili oldugu tespit
edilmigtir. Ayn1 zamanda etanol ve metanol ekstraktlarmin Candida albicans ATCC60193 iizerinde de etkili oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak, M. esculenta mantarinin antibakteriyel ve antifungal potansiyeli bakimindan dikkate
deger oldugu goriilmektedir.
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Abstract —It has been known for a long time that natural edible mushrooms have been used traditionally as food and
medicine in many countries of the world. Morchella esculenta (L.) Pers (morel) is extremely valuable in terms of
medicinal use and nutritional value. According to many scientific studies performed to date, macro fungi are known
to have various chemical compounds showing antiviral, antibacterial, antiprotozoal, and antifungal properties. In this
study, morel mushrooms collected from Kirsehir province and its districts were molecularly identified using
amplification of 18S rRNA and ITS gene regions. In addition, the antimicrobial effects of ethanol, methanol and
aqueous extracts of these mushrooms were investigated by using the agar well method against various
microorganisms. Finally, Minimal Inhibition Concentration (MIC) values of the effective extracts were determined
using the Broth Dilution method. As a result of the studies, it has been determined that the most effective extract is
ethanol extract and it is highly effective against Pseudomonas aeruginosa ATCC43288. It has also been determined
that ethanol and methanol extracts are effective against Candida albicans ATCC60193. According to the data
obtained, it was determined that the ethanol and methanol extracts of Morchella esculenta mushrooms collected
from Kirsehir province were effective against gram positive, gram negative and yeast. Consequently, M. esculenta
mushroom appears to be notable for its antibacterial and antifungal potential.
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1. Giris

Biiyiime ve lireme fazi olarak iki evreye boliinmiis bir yasam dongiisii olan funguslar 6karyotik ve spor
olusturan mikroorganizmalardir. Makrofunguslar goriilebilecek kadar biiyiik veya yeraltinda biiyiiyebilen
dogal bir meyve govdesine sahip tiirlerdir. Bugiine kadar yaklagik 14.000 kadar makrofungus tiirii bildirilmis
ve bunlarin arasindan 2000’1 yenilebilir olarak rapor edilmistir. Yenilebilir mantarlar, 6zellikle f-glukanlar
gibi ¢ok zengin polisakkarit icerigi nedeniyle tibbi 6zelliklere sahiptirler (Roman vd., 2020). Funguslarin
tibbi kullanim1 Asya iilkelerinde ¢ok uzun bir gelenege sahipken, Bati yarimkiirede kullanimlar1 sadece son
yillarda artig gostermistir (Lindequist, Niedermeyer ve Jiilich, 2005).

Ulkemizde bir¢ok ¢ografi bolgede gozlenebilen ve halk arasinda "Kuzu gobegi" mantari olarak bilinen
Morchella tiirleri, tim Diinya’da yenilebilir mantarlar arasinda yer almaktadir (Acar ve Uzun, 2017). Kuzu
gbbegi mantar1 Fungi aleminde, Ascomycota subesinde, Pezizomycotina alt subesinde, Pezizomycetes
smifinda, Morchellaceae familyasinda ve Morchella (gergek kuzu gbbegi mantar1) cinsi igerisinde yer
almaktadir (Taskin ve Biiyilikalaca, 2012). Morchella esculenta (L.) Pers silindirik yapidan olusan ve ist
kismi toplam fungus agirliginin %70-80'ine sahip olan bir pileus’as ahiptir. Bu pileus yaklagik 3-9 cm
uzunlugunda, 2-5 cm genisliginde, yuvarlak veya diizensiz ¢ukurlara sahip olup kahverengi, sari, siyah veya
soluk renkte olabilmektedir. Fungusun alt kismi ise toplam fungus agirhiginin % 20-30'una sahip olan sap
veya stipe olarak bilinen organdan olusmaktadir. Stipe ise yaklasik 1-4 ¢m uzunlugunda, 0,5 — 3,0 cm
kalinliginda ve oyuk yapidadir. Olgunlagmanin ilk evrelerinde soluk gri beyazimsi olup olgunlukta ise rengi
grimsi kahverengiye doniismektedir (Hamayun, Khan ve Begum, 2003).

M. esculenta’nin sapka yapisi, tokoferolleri, karotenoidleri, organik asitleri ve fenolik bilesikleri igeren ¢ok
cesitli aktif bilesenlere sahiptir. Organik asitler oksalik asit, malik asit, sitrik asit, fumarik asit ve kinik asit
icermekte olup protokatekuik asit, para-hidroksibenzoik asit ve para-kumarik asit fenolik bilesikler arasinda
yer almaktadir. Kuzu gébeginin igerdigi bu bilesikler tibbi agidan oldukga dénemlidirler (Ajmal, Akram, Ara,
Akhund ve Nayyar, 2015). Bir¢ok arastirmacit kuzu gobegi mantarinda yer alan bu aktif bilesiklerin
antioksidan, antimikrobiyal, antialerjenik, antiinflamatuar, antitiimor, bagisiklik uyarici ve néroprotektif gibi
muazzam Ozelliklere sahip oldugunu bildirmistir (Duncan, Pugh, Pasco ve Ross, 2002; Meng vd., 2010;
Baati, Horcajada, Gref, Couvreur ve Serre, 2011; Halliwell, 2011; Halliwell, 2012; Heleno vd., 2013).

Enfeksiyon hastaliklari, Diinya ¢apinda insan sagligina yonelik en biiyiik tehditlerden biri olmus ve olmaya
devam etmektedir. Patojenlere karsi ¢ok sayida antimikrobiyal kullanilmasina ragmen, bu patojenlerde
goriilen antimikrobiyal diren¢ artan bir halk sagligi sorunu haline gelmistir (Shameem, Kamili, Ahmad,
Masoodi ve Parray, 2017). Artan antimikrobiyal diren¢ sorunu arastirmacilari ¢oklu ila¢ direncine sahip
patojenlere karsi savagmak ve cesitli yeni antimikrobiyal maddeleri gelistirmek icin alternatif kaynaklar
bulmaya tesvik etmistir (Roman vd., 2020).

Gergeklestirilen bu calismanin amaci; Kirsehir ili ve ilgelerinden toplanan Kuzu gobegi (Morchella
esculanta (L.) Pers) mantarinin molekiiler karakterizasyonu ve g¢esitli mikroorganizmalara karsi in vitro
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi’dir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Morchella esculenta Mantarlarimin Toplanmasi

Caligmada kullanilan kuzu gdbegi mantarlar1 2019 yili Nisan-Haziran aylan igerisinde Kirsehir ili ve
ilgelerinden toplanmustir. Ik olarak mantarin daha onceden bulundugu belirtilen alanlar tespit edilmistir.
Daha sonra suyun bol oldugu dere kenarlar1 ve baraj gevreleri gibi sulak alanlar tespit edilmistir. Tespit
edilen bu bolgelerde kuzu gObegi mantar1 aranmis ve toplanmustir. Tespit edilen kuzu gobegi
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mantarlarlarinin toprak {iistii yapilarina zarar verilmeden bir bigak yardimi ile topraktan ¢ikarilmig, kilitli
buzdolabi poseti icerisine konularaken kisa zamanda laboratuvara getirilmistir.

2.2.Morchella esculenta Mantarlarimin Molekiiler Tanimlanmasi

Kuzu gobegi mantarlarindan total DNA izolasyonu Plant DNA Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) kullanilarak ve iiretici firmanin onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. izole edilen DNA’lar
etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jel elektroforezinde 1xTAE tamponunda yiiriitiilmiis (90 V), UV 15181
altinda goriintiilenmis ve sonraki ¢alismalar i¢in -20°C’de saklanmustir.

18S ve ITS1-5.8S-ITS2 rRNA gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi igin gereken primerler Tablo 1’de verilmistir.
PCR reaksiyonlar1 50 ul son hacimde olacak sekilde ger¢eklestirilmistir. Reaksiyon karisiminda son hacimde
1xTag DNA polimeraz tamponu, 1.5 mM MgCl,, 250 pM dNTPmix (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 10
pmol/ul ileri ve geri primerler, 2U Tag DNA polimeraz ve 100 ng (yaklasik 1 pl) kalip DNA olacak sekilde
hazirlanmigtir. Son hacim ise steril dH,O ile 50 pl’ye tamamlanmistir.

Tablo 1
Caligmada kullanilan primerler
. T Uzunluk
Bolge Primerler Diziler (5°-3° m Kaynak
NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC .
185 Nss GCATCACAGACCTGTTATTGCCTe 8 907 I\_’\Q'\t/‘;’gulgsr'
ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 53 620 1990y '
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

PCR dongii parametreleri baslangi¢ denatiirasyonundan sonra (95°C’de, 3 dk) 35 dongii 95°C’de 30 sn, 55
°C’de 30 sn ve 72°C’de 1,5 dk olacak sekilde gerceklestirilmistir. Son uzama ise 72°C’de 5 dk olacak
sekilde yapilmigtir. Dongii sonunda PCR iiriinleri etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiis (90
V) ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Ornekler dizin analizi i¢in Macrogen (Hollanda) firmasina
gonderilmistir.

Elde edilen 18S ve ITS gen dizileri BioEdit programu ile diizenlenmis ve NCBI GenBank’ta blastlanarak
diger 18S ve ITS dizileri ile yiizde benzerlikleri belirlenmistir (Hall, 1999; Sayers vd., 2020). Benzerlik
oranlar1 %97 ve iizerinde olan drnekler ayni tiir kabul edilmistir.

2.3. Morchella esculenta Ekstraktlarimin Hazirlamisi

Tiir tayinleri yapilan kuzu gébegi mantarlar kiigiik parcalar seklinde dilimlenerek, 40°C’de gece boyu
kurutulmustur . Daha sonra kuruyan mantar parcalart homojenizatér yardimi ile toz haline getirilmistir. Toz
haline getirilen materyalden 10 gr tartilip, 100 ml etanol, metanol ve su igeren erlenlere ayr1 ayr1 eklenmis
ve, manyetik karistiricida 24 saat karistirilmigtir. Bu siire sonunda elde edilen ekstraktlar Whatman No 1
kagidi ile siiziilmiis ve evaporatdr (Heidolph, Almanya) yardimi ile basing altinda konsantre edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite belirlemesi i¢in 0,5 gr konsantre edilmis ekstraktlardan tartilmig ve 10 ml %5 DMSO
igerisinde ¢oziilerek 50 mg/ml olacak sekilde test soliisyonlar1 hazirlanmistir.

2.4.In-vitro Antibakteriyal ve Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

Cesitli ¢oziciiler ile elde edilen kuzu gdobegi ekstratklarinin antimikrobiyal 6zelligi g¢esitli bakteri ve
mantar suslarina karsi agar kuyucuk yontemi ile test edilmistir (Magaldi vd., 2004). Bakteri ve mantar suslar
Refik Saydam Hifzissihha Saglik Merkezinden temin edilmistir. Calismada kullanilacak mikroorganizmalar
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Escherichia coli ATCC 25922, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Pseudomonas aeruginosa ATCC
43288, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes ATCC 43251, Staphyloccus aureus
ATCC 25923, Bacillus cereus 709 Roma, B. subtilis subs. spizizenii ATCC 6633, Candida albicans ATCC
60193 ve Saccharomyces cerevisiae RSKK 251 olarak belirlenmistir.

Bakteri suglarinin TSA (Triptic Soy Agar) besiyerine ¢izgi ekimleri yapilmig ve gece boyunca 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin lireyen tek kolonilerden steril serum fizyoloji (% 0,9 NaCl) igerisine
Mc-Farland 0,5 bulanik degerine sahip olacak sekilde eklenmis ve bu sekilde hiicre silispansiyonlari
hazirlanmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonlarinin steril ekiivyon ¢ubugu ile MHA (Miiller Hinton Agar)
besiyeri lizerine yayma ekimleri yapilmistir. Ardindan besiyerleri tizerine 4 mm ¢apinda kuyucuklar steril
cork-borer ile agilmustir. Agilan kuyucuklarin igerisine 50 pl (2500 pg/ml her bir kuyucuk igin) test
soliisyonlar1 eklenmis ve petri kaplar1 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan
inhibisyon zon caplar 6lgiilerek antibakteriyal aktivite degerlendirilmistir. Ampisilin (1 mg/ml) antibiyotigi
pozitif kontrol olarak kullanilirken, %5 DMSO soliisyonu negatif kontrol olarak kullamilmistir. Ttim testler
3 tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Candida suslarinin biiyiitiilmesi ve antifungal aktivitelerin belirlenmesi yukarida anlatilan sekilde
gerceklestirilmis olup besiyeri olarak PDA (Potato Dextrose Agar) ve YPD (Yeast Peptone Dextrose)
besiyerleri kullanilmustir. Inkiibasyon kosullar1 ise 25 °C’de 48 saat olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Pozitif kontrol olarak Fluconazole (1 mg/ml), negatif kontrol olarak %5 DMSO soliisyonu kullanilmustir.
Tiim testler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Agar kuyucuk ydntemi ile etkili bulunan ekstraklarin minimal inhibisyon konsantrasyon (MIiK) (MIC,
Minimal Inhibition Concentration) degerleri Broth mikrodiliisyon metodu ile 96 kuyucuklu playtlerde
gergeklestirilmistir. Kuzu gobegi etanol, metanol ve sulu ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlar1 bakteriler
icin MHB (Miiller Hinton Broth) ve funguslar i¢in YPD (Yeast Peptone Dextrose) sivi besiyeri kullanilarak
2000 pg/ml-15.625 pg/ml (2000, 1500, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625) olacak sekilde
hazirlanmistir. Kuyucuklarin igerisine 0,5 Mc-Farland bulanikliga sahip hiicre stispansiyonlarindan 20 ul
ilave edilmistir. Mikroplaytler bakteriler i¢in 37°C’de 1 gece, funguslar i¢in ise 25°C'de 2 giin inkiibe
edilerek ve MIC degerleri mikrobiyal iiremenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon olarak belirlenmistir. MIC
deneylerinde ampisilin ve flucozanol pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

2.5.GenBank Kayit Numaralan

Calismada kullanilan M. esculenta EEA-1mantarmin 18S rRNA ve ITS gen bolgelerine ait gen dizilerinin
kayit numaralari siras1 ile MT453111 ve MT457418 olarak elde edilmistir. Tiim gen dizileri NCBI GenBank
veri tabaninda depolanmistir.

2.6. istatistiksel Analiz

Calismada gergeklestirilen agar kuyucuk ve MIK degerlerinin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanilmistir. Test edilen bakteri tiirlerinin birbiri ile karsilagtirilmasinda ise LSD ¢oklu
karsilagtirma testi kullanmilmistir. Yine ekstraktlarin birbirleri ile karsilagtirlmasinda tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve LSD c¢oklu karsilastirma testi kullanilmigtir. Test edilen maya tiirlerinin birbiri ile
karsilagtirllmasinda ise (x2) testi kullanilmustir. Anlamlilik derecesi p<0,05 olarak alinmigtir. Varyans
analizlerini gergeklestirmeden Once biitlin veriler Levene istatistigi kullanilarak varyans homojenligi
agisindan degerlendirilmistir. Elde edilen biitiin veriler SPSS 16.0 istatistik programi kullanilarak analiz
edilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

Kuzu gobegi mantarlart Kirgehir ili, Ak¢akent ilgesi ve ilgeye bagh kdylerden toplanmustir. Akgakent
ilgesi ilin en yagis alan ve sulak arazilerinin bulundugu bir il¢edir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda burada
kuzu gobegi mantarinin daha onceden bulundugu tespit edilmis ve bu bdlgeden toplama islemi
gergeklestirilmistir. Kuzu gobegi mantar1 bal petegini andiran sapkali goriintiiye sahip olmasi ile kolay bir
sekilde ayirt edilmistir (Sekil 1). Tespit edilen bolgelerden dikkatlice kazilarak ¢ikarilan mantarlar kilitli
buzdolab1r poseti igerisine konularak laboratuvara getirilmistir. Yaklasik olarak 0,5 gr taze kuzu gobegi
mantart DNA izolasyonu i¢in kullamilmis ve diger Orneklerde antimikrobiyal aktivite testleri igin
kullanilmugtir.

Sekil 1. Kirsehir ilinden toplanan Kuzu Gobegi mantarmin goriintisii

Genomik DNA’s1 izole edilen kuzu gobegi mantarindan, 18S rRNA ve ITS gen bdlgeleri PCR yardimu ile
cogaltilmistir. PCR islemi sonunda 18S rRNA icin 907 bp ve ITS bdlgesi i¢in ise 620 bp amplifikasyon
riinii agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Kuzu gobegi mantarinin ¢ogaltilmis 18S rRNA ve ITS gen bolgeleri. Sira 1: ITS gen bolgesi (620
bp), Sira 2: DNA markir (Vivantis, 100 bp DNA ladder), Sira 3: 18S rRNA gen bolgesi (907 bp).

PCR fiiriinleri dizin analizi i¢in Macrogen firmasina gonderilmis ve gelen sekans sonuglar1 Bioedit programi
ile diizenlenmigtir. Dizin analizleri sonucunda sekanslar GenBank’ta var olan diger gen sekanslari ile
karsilagtirilarak yiizde benzerlikler tespit edilmistir (Tablo 2).

Yapilan 18S rRNA (%98 ve lizeri benzerlik) ve ITS gen dizin analizlerine (%99 ve iizeri benzerlik) gore
toplanan mantarlarin M. esculenta oldugu tespit edilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2
Kuzu gobegi mantarinin 18S rRNA ve ITS gen boélgelerinin GenBank Veri Bankasinda bulunandiger genler
ile ylizde (%) benzerlikleri

Gen . Ortiisme 20
bélgesi Benzer bulunan tiir GenBank No (%) Benzerlik(%0)
M. cf. esculenta OSC 100041 AY544708 100 98,55
18SIRNA M1 esculenta U42642 100 98,40
M. esculenta isolate VUL641 MH718237 100 99.26
ITS M. esculenta isolate HAI-C-787 JQ691478 100 99.26
M. esculenta isolate HAI-C-917 JQ691476 100 99.07

Ozellikle mantarlari tammlamayr amagclayan molekiiler calismalarin ¢ogu ITS gen bodlgesinin RFLP
modellerini ve ITS gen dizilerinin karsilastirilmasina dayandigi bilinen bir konudur. Kuzu gobegi ile ilgili
bir¢cok filogenetik calisma da bu bolgeler kullanilarak gergeklestirilmistir. Diger molekiiler filogenetik
caligmalar ise 18S ve 28S (LSU) rRNA genlerinden alinan dizilere dayanmaktadir. ITS gen bolgeleri
genomda ¢oklu kopyalar halinde bulunurlar ve mantar tiirleri arasinda benzer ve degisken olma
egilimindedirler (Taskin ve Biiyiikalaca, 2012). Bu ¢alismada da kuzu gobegi mantarimin molekiiler tiir
tayinleri 18S rRNA ve ITS gen bolgelerine ait DNA dizileri kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu gen
bolgelerinin dizin analizine gore toplanan mantarlarin yiiksek dogrulukta tiir tayinlerinin yapilmasi saglamis
ve bu da elde edilen verilerin kaynagina dair 6nemli bilgiler sunmustur.

M. esculenta EEA-1 izolatinin etanol, metanol ve sulu ekstraktlarin Gram pozitif ve Gram negatif
bakteriler iizerindeki antibakteriyal etkileri agar kuyucuk yontemi ile belirlenmistir. Yapilan calisma
sonucunda, kuzu gobegi mantarimin sulu ekstraktlarmin 8 bakterinin 4’ {lizerinde etkili oldugu (L.
monocytogenes, S. aureus, B. cereus ve B. subtilis) (p<0,05, df=7, F=55,32) tespit edilmistir. Test edilen
sekiz bakteriye karsi etanol ekstraktlarmin 7°si iizerine etkili oldugu (E. coli, P. aeruginosa, L.
monocytogenes, E. faecalis, S. aureus, B. cereus ve B. subtilis) (p<0,05, df=7, F=24,15) bulunmustur.
Metanol ekstraktlarinin ise 5 bakteri iizerinde etkili oldugu (P. aeruginosa, L. monocytogenes, S. aureus, B.
cereus ve B. subtilis) tespit edilmistir (p<0,05, df=7, F=93,52). Yapilan istatistik analiz sonucunda etanoliin
en etkili ekstrakt oldugu belirlenmistir (p<0,05, df=7, F=93,52).

Bakteri suslan iizerinde etkili oldugu tespit edilen ekstraktlarin minimal inhibisyon konsantrasyon degerleri
broth mikrodiliisyon teknigi kullanilarak belirlenmistir. Kuzu gbébegi mantarmin etanol, metanol ve sulu
ekstraktlarinin MIiK degerlerinin 125-750 pg/ml arasinda oldugu bulunmustur. istatistiksel analiz sonuglarina
gore; en etkili ekstraktlarin etanol ve metanol ekstraktlari oldugu tespit edilmistir (p<0,05, df=2, F=17,08).
Etanol ekstraktinin en diisiik 125 pg/ml konsantrasyonda P. aeruginosa susu tlizerine metanol ekstraktinin ise
en diisiik 250 pg/ml konsantrasyonda P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis suslari iizerine etkili oldugu tespit
edilmigtir (Tablo 3).

M. esculenta EEA-1 mantarimin etanol, metanol ve sulu ekstraktlarmin C. albicans ve S. cerevisiae
iizerindeki antifungal etkileri agar kuyucuk yontemi ile belirlenmistir. Sonug olarak, kuzu gébegi mantarmin
etanol ve metanol ekstraktlarinin sadece C. albicans iizerinde antifungal etkisinin oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Maya suslar1 iizerinde etkili oldugu tespit edilen etanol ve metanol ekstraktlarinin minimal
inhibisyon konsantrasyon degerleri ise broth mikrodiliisyon teknigi yardimiyla 250-500 pg/ml arasinda
degisen degerlerde oldugu tespit edilmistir (Tablo 4).
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Tablo 3

M. esculenta EEA-1 ekstraktlarinin antibakteriyel etkisi

Inhibisyon zonu (mm)

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (pg/ml)

Bakteriler o o
Sulu Etanol Metanol Ampisilin Sulu Etanol Metanol Ampisilin
Gram negatif bakteriler
E. coli ATCC25922 - 11,66+1,54 - 20,66+0,57 - 250+0 - 26,04+9,02
P. aeruginosa ATCC43288 - 11+1 9,66+1,52 20+1 - 12540 25040 31,2540
Y. pseudotuberculosis ATCC911 - - - 21,66+2,08 - - - -
Gram pozitif bakteriler
E. faecalis ATCC 29212 - 6,66+0,57 - 18,66+1,52 - 750+0 - 21,16+8,74
S. aureus ATCC 25923 6,66+1,52 10+1 11,33+0,57  18,66+0,57 750+0 250+0 250+0 26,0449,02
B. cereus 709 Roma 7+1 10,33+1,52 9+1 15,33+0,57 750+0 250+0 750+0 41,66+18,04
B. subtilis ATCC 6633 7+1 10,33+2,51 9,66+1,52 19+1,73 750+0 250+0 25040 41,66+18,04
L. monocytogenes ATCC 43251 6,33+1,15 8,66+0,57 8,66+0,57 201 750+0 50040 750+0 26,04+9,02
Tablo 4
M. esculenta EEA-1 ekstraktlarinin antifungal etkisi
Funguslar Inhibisyon zonu (mm) Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (pg/ml)
Sulu Etanol Metanol Flucozanole Sulu Etanol Metanol Flucozanole
C. albicans ATCC60193 - 14,33+0,57 10,66+0,57  18,33+1,52 - 25040 500+0 23,43+11,05

S. cerevisiae RSKK 251 - - -

54



Journal of Advanced Research in Natural and Applied Sciences 2021, Cilt 7, Say: 1, Sayfa: 48-59

Mantarlarin dogal ortamlarinda hayatta kalabilmeleri ve ekolojik rekabet agisindan antibakteriyel ve
antifungal bilesikler iiretirler. Bu nedenle, az ya da ¢ok giicli aktiviteye sahip antimikrobiyal bilesiklerin
bircok mantardan izole edilebilmesi ve bunlarin insanlara faydali olabilecegi hi¢ de sasirtici degildir
(Lindequist vd., 2005). Fungal organizmalarin sahip olduklar1 bazi sekonder metabolitlerin antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bilinen bir 6zelliktir. Farmakolojik agidan aktif makrofungus bilesiklerinin biiyiik bir
kismu genellikle polisakkaritler ya da peptidoglikanlardan olusmaktadir. Bu tiir bilesiklerin in vitro ve in vivo
ortamda izolasyonlar1 ve kimyasal yapilarinin aydinlatilmasina yonelik caligmalar hizla artmaktadir. 182
cinse dahil 651 hetero- ve homobasidiomycetes sinifina ait makrofungus tiiriinde antitumoral ya da bagisiklik
sistemini gii¢lendirici farkli polisakkaritler bulundugu belirtilmektedir. Daha onceki ¢alismalarda Lentinus
(Lentinula) edodes, Schizophyllum commune, Grifola frondosa ve Sclerotinia sclerotiorum
makrofunguslarinda 6zellikle B- glukanlar, lentinan, schizophyllan (sonifilan ya da sizofiran) ve grifola’in
varhigi tespit edilmistir (Kalyoncu, Oskay ve Kalmig, 2010). Bu ¢alismada ise M. esculenta olarak molekiiler
tanimlamas1 yapilan kuzu gobegi mantarimin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Bu anlamda bazi
ekstraktlarin hem antibakteriyel hem de antifungal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Gergeklestirilen bu
calisma ile kuzu gobeginden elde edilecek ve tanimlamalart yapilacak etken maddelerin antibiyotik ve
antifungal ilaglara alternatif bir tedavi olarak kullanilabilirligine dair 6n ¢alisma niteliginde énemli bilgiler
elde edilmistir.

Makrofunguslarin sahip olabilecekleri antimikrobiyal aktivetiyi belirlemek ic¢in degisik c¢oziiciilerde
hazirlanan ekstraktlar bircok ¢alismada kullanilmistir. Degisik ¢oziiciilerde hazirlanan ekstraktlarin gesitli
mikroorganizmalarina karsi olusturduklart antagonistik etki diizeyleri ile makrofunguslarin antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmektedir. Antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda ¢ok cesitli test yontemlerinin ve test
mikroorganizmalarinin kullanilmakta oldugu bilinmektedir (Bekgi, Altinsoy, Sarikaya, Onbasili ve Yuvali
Celik, 2011). Calismamizda da M. esculenta EEA-1 mantarinin etanol, metanol ve sulu ekstraktlarinin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri ilk olarak agar kuyucuk yontemi ve daha sonra broth diliisyon teknigi
ile en etkili ekstraktlarin MiK degerleri belirlenmistir. M. esculenta’dan elde edilen sekonder metabolitlerin
gosterdigi antimikrobiyal 6zellikler ile ilgili literatiirde birkag ¢alisma bulunmaktadir. Venturini, Rivera,
Gonzales ve Blanco (2008) yaptiklar1 ¢alisgmada M. esculata’ya ait metanol, hekzan, etil asetat ve sulu
ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesini E. coli, Salmonella enteritidis, Shigella sonnei, Vibrio
parahaemolyticus ve Yersinia enterocolitica olmak tizere 5 bakteri lizerinde agar kuyucuk yontemi ile
belirlemeye c¢alismislardir. Calismada sadece M. esculata’nin sulu ekstraktinin Y. enterocolitica’ya karsi
etkili oldugu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda da E.coli ve Y. pseudotuberculosis bakterileri
kullanilmigtir. Fakat M. esculata EEA-1’in higbir ekstrakti Yersinia’ya kars1 aktivite gostermemistir. Sadece
metanol ekstraktinin E.coli tizerinde etkili oldugu bulunmustur. Bu iki ¢alisma arasindaki sonuglarin farkl
olmasinin nedeninin kullanilan bakteri suslarmin ve fungus orneklerinin toplanma lokasyonlarinin farkli
olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Heleno vd. (2013) yaptiklari ¢alismada Sirbistan ve Portekiz’den toplanan M. esculenta mantarlarinin
kimyasal igerigini, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. Mantarlarin metanol
ekstraktlarinin gram negatif (Escherichia coli ATCC 35210, Salmonella typhimurium ATCC 13311,
Enterobacter cloacae (insandan izole edilen)) ve gram pozitif (Listeria monocytogenes NCTC 7973,
Staphylococcus aureus ATCC 6538) mikroorganizmalara karsi gosterdikleri antimikrobiyal aktivite disk
difiizyon ve mikrodiliisyon deneyleri ile test edilmistir. Yapilan mikrodiliisyon testleri sonucunda Portekiz ve
Sirbistan’dan toplanan mantarlarin metanol ekstraktlarinin sirasiyla 600 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonda
L. monocytogenes NCTC 7973 bakterisine karsi, 300 pg/ml ve 20 pg/ml konsantrasyonda S. aureus ATCC
6538 bakterisine kars1 etkili oldugu tespit edilmistir. Bizim gergeklestirdigimiz ¢alismada ise kuzu gobegi
mantarlarindan elde edilen 3 ekstraktinda (sulu, etanol, metanol) L. monocytogenes ve S. aureus bakterileri
iizerine etkili oldugu belirlenmis. Calismamizdaki metanol ekstraktinin MiK degeri L. monocytogenes ve S.
aureus bakterilerine karst sirastyla 750 pg/ml ve 250 pg/ml olarak tespit edilmistir. Calismamiz ile
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karsilagtirildiginda Portekiz’den toplanan ve metanol ekstrakti gergeklestirilen kuzu gébegi mantarinin
antimikrobiyal sonuglar1 bizim calismamizdaki veriler ile benzerlik géstermektedir.

Shameem vd. (2017), Kiizey Bati Himalaya bdlgesinde yenilebilir mantarlarin antimikrobiyal aktivitesi
tizerine yaptiklart bir ¢alismada, M. esculenta’ya ait etil asetat ve biitanol ekstratlarinin disk diffiizyon
metodu ile cesitli patojenlere karsi etkinliklerini test etmisler ve etkili olan ekstraktlarn MIK ve MBC
(minimal bakterisidal konsantrasyonu) degerlerini belirlemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda M.
esculenta’nin biitanol ekstraktlarinin test edilen P. aureginosa CD0012 kars1 750 ug/ml, E.coli CD002 kars1
250 pug/ml ve S.aureus CD003’e kars1 250 pg/ml konsantrasyonda etkili MIK degerlerine sahip oldugu tespit
edilmis. Etil asetat ekstraktinin ise 750 pg/ml konsantrasyondaki MIK degerinde E. coli CD002’ye karsi
etkili oldugu gosterilmistir. Bizim gerceklestirdigimiz caligmada etil asetat ve biitanol ekstraktlarinin
olmamasina kars1 etanol ekstraktlarimin E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi gosterdikleri MIK degerleri
Shamemm vd. (2017)’nin biitanol ekstraktlar1 ile aynidir (250 pg/ml). Bu sonug bize antimikrobiyal etkisi
olan kimyasal bilesigin aymi olabilecegini ve hatta biitanol, etanol ve metanol igerisinde ekstrakte
edilebilecegini diigiindiirmiistiir. Shanem vd. (2017)’nin ¢alismasinda antifungal aktivite i¢in birkag fungus
kullanilmig ve biitanol ekstraktinin C. albicans MRD3212’¢ 18 mm zon gapi ile etkili oldugu gosterilmistir.
Gergeklestirdigimiz galigmada ise kuzu gobegi mantarinin etanol ve metanol ekstraktlarinin agar kuyucuk
metodu ile 14,33 mm ve 10,66 mm zon ¢apinda C. albicans’a kars: etkili oldugu belirlenmistir.

Ulkemizdede M. esculenta’nin antimikrobiyal aktivitesi {izerine yapilan calismalar cok olmamakla birlikte
birkag ¢alisma mevcuttur. Kalyoncu vd. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada Akdeniz bolgesinden 21 degisik
yabani mantar 6rnegi toplamislar ve misellerin etanol ekstraksiyonunu gergeklestirmislerdir. M. esculenta
var. vulgaris’inde aralarinda bulundugu bu yabani funguslarin etanol ekstraklarinin toplamda 11 Gram
pozitif ve Gram negatif bakteriye karsi gosterdikleri antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyucuk metodu ile
aragtirilmistir. Calismanin sonucunda M. esculata var. vulgaris’in agar kuyucuk metodu ile olusturdugu
antimikrobiyal zon ¢apinin S. aureus ATCC 6538P ve C. albicans ATCC 10231°de sirasiyla 8 ve 10 mm
oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda ise Kirsehir ilinden toplanan M. esculanta EEA-1 mantarinin
etanol ekstraktlarinin S. aureus ve C.abicans’a karsi sirasiyla 10,66 ve 14,33 mm ¢apinda aktivite zonuna
sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar Kalyoncu vd. (2010)’nin yaptigi c¢aligma ile benzerlik
gostermektedir. Fakat bizim ¢alismamizda kuzu gébegi mantarinin etanol ekstraktlarinin E. coli, E. fecalis,
B. subtilis ve B. cereus bakterilerine karsi da etkili oldugu tespit edilmistir. Ayni tiir bakteri suslar1 Kalyoncu
vd. (2010)’nin yaptig1 ¢alismada da kullanilmasina karsin herhangi bir etki zonu gézlemlenmemistir. Bu
sonuglar bize etkili olan kimyasal bilesigin farkli ¢ografi bolgeden toplanan kuzu gébegi mantarlarinda farkl
olabilecegini diislindiirmtistiir.

Acay (2018) yaptigi bir ¢alisgmada Mardin’den topladigi M. esculenta orneklerinin ¢esitli kimyasal
Ozelliklerini, bazi bakteri ve funguslara karsi antimikrobiyal aktivitesini disk difiisyon metodu ile
incelemistir. Etanol, metanol ve hekzan ekstraktlarinin P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923
ve C. albicans ATCC 10231 mikroorganizmalarina kars1 aktivite gosterdigini tespit etmistir. Calismada kuzu
gbbegi metanol ekstraktlarinin olusturdugu zon caplar1 P. aeruginosa ATCC 27853’de 5 mm, S. aureus
ATCC 25923’de 8 mm ve C. albicans ATCC 10231’de 9 mm olarak ol¢iilmistiir. Calismada kullanilan
ekstraktlarin E. coli ATCC 25922 ve B. subtilis ATCC 11774 bakterilerine karsi etkinliklerinin olmadigi
tespit edilmistir. Caligmamizda ise EEA-1 izolatinin metanol ekstraktlarimin P. aeruginosa’da 9,66 mm, S.
aureus’da 11,33 mm, C. albicans’da 10,66 mm ve B. subtilis’de 9,66 mm inhibisyon zon ¢apinda aktivite
gosterdigi ve E. coli bakterisine kars1 aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir. Bu bilgiler dogrultusunda iki
caligmadan elde edilen verilerin birbiri ile benzer olduklar1 goriilmektedir.

Canli, Benek, Senturan, Akata ve Altuner, (2019) yaptiklar1 ¢alismada Bolu, Abant bolgesinden M. esculenta
ve Trametes versicolor mantar &rneklerini toplamislardir. Orneklerinin etanol ekstraktlarimin Gram pozitif,
Gram negatif bakterilere ve mantarlara karsi gosterdikleri antimikrobiyal aktivite incelenmistir. M.
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esculenta'nin etanol ekstraklarinin test edilen B. subtilis DSMZ 1971°de 7 mm, C. albicans DSMZ 1386°da 8
mm, E. coli ATCC 25922’de 7 mm, L. monocytogens ATCC 7644’de 7 mm, P. aeruginosa DSMZ 5071°de
7mm, S. aureus ATCC 25923’de 7 mm zon ¢api olusturdugu tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar bizim
calismamiz ile biiylik oranda benzerlik gdstermektedir.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalar incelendiginde M. esculenta ekstraktlarinin farkli veya ayni grup
mikroorganizmalar iizerinde farkli aktiviteler gosterdigi goriilmektedir. Calismamiz ile literatiirde yer alan
bu c¢alismalar arasindaki bazi farkliliklarin fungus o6rneklerinin toplanma lokasyonlarnin ve kullanilan
suslarin farkli olmasindan dolayr meydana geldigi diisiiniilmektedir. Funguslarin gelismesinde ve
metabolizmalarinda bulunduklar1 ¢evrenin ¢ok biiylik etkisi bulunmaktadir. Sentezlenecek olan biyoaktif
molekiiller ve sekonder metabolitler su, hava, sicaklik ve topragin besin miktar1 gibi bir¢ok g¢evresel
faktorden etkilenmektedir. Ayni zamanda organizma yasadigi ortamda varligmi siirdiirebilmek ve
cevresindeki rekabetci tiirlere listlinliik saglayabilmek i¢in sentezledigi bu kimyasallara ihtiya¢ duymaktadir.
Bu kimyasallarin etki diizeyleri miktara ve tiire gore zayif veya kuvvetli olabilmektedir (Kalyoncu vd.,
2010). Bu biyotik ve abiyotik faktorlerin de calismalar arasindaki farkliligi agiklayabilecegi
diisiiniilmektedir.

4. Sonug¢

Giiniimiizde yaklasik 14.000 makrofungus tanimlanmis ve bunlarin yaklasik %15 nin yenilebilir 6zellikte
oldugu bilinmektedir. Yenilebilir makrofunguslar yiiksek tibbi 6zelliklere sahiptirler (Roman vd., 2020).
Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin pek c¢ogu mikrofunguslardan ve
aktinomisetlerden izole edilerek hazirlanmaktadir (Kalyoncu vd., 2010). Makrofunguslarin antimikrobiyal
etkileri funguslar tarafindan sentezlenen ve bazi fenolik bilesikler, kinonlar, terpenoidler, piirinler,
primidinler ve fenil proponoid tiirevleri gibi cogunlukla fungusa 0zgii olan antagonistik maddelerden
kaynaklanmaktadir (Roman vd., 2020). Ulkemizde makrofunguslarmn tespitine ve tiir tayinlerine yonelik
bircok caligma yapilmaktadir. Bunun yani sira yiiksek bir antimikrobiyal rezerve sahip olan bu funguslarin
farmakolojik, endiistriyel ve tibbi Ozelliklerinin de ortaya ¢ikarilmasi kaginilmaz bir konudur. Giiniimiizde
bakteri ve mantarlarin siirekli olarak gelistirdikleri antimikrobiyal diren¢ halk saglig1 agisindan biiyiik bir
tehdit olusturmaktadir. Makrofunguslarin sahip olduklar1 bu rezervler gz 6niine alindiginda, bunlardan yeni
antibiyotiklerin arastirilmasi ve kesfinin énemi de acikga ortaya ¢ikmaktadir. Calismamizda kullanilan M.
esculenta makrofungusununda bir¢ok bakteri ve Candida fungusuna kars1 gii¢lii bir antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak kuzu gobegi mantarinin mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlardan korunmak igin alternatif bir tip yontemi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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