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Ozet

Calismamin amaci: Bu ¢aligma kapsaminda tibbi 6nemi olan ¢ makrofungus tlrunin [(Lentinus
edodes (Berk.) Sing. (Shiitake), Lactarius deliciosus Fr. ve Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.)]
metanolik (%60) ve etanolik (%95) ozltlerinin  Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella
Typhimurium’daki antibakteriyal ve biyofilm olusumunu engelleme (antibiyofilm) potansiyelleri
arastirilmistir.

Materyal ve Yontem: Antimikrobiyal aktivitelerin degerlendirilmesinde standart agar kuyu difiizyon,
minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) testleri
kullanilmistir. Makrofungus 6ziitlerinin  biyofilm olusumu iizerine (antibiyofilm) olan etkilerinin
degerlendirmesinde kristal viyole baglanma yontemi esas almmustir.

Temel sonuglar: Makrofungus 6rneklerinin yalnizca metanolik 6zitlerinde antimikrobiyal etkinlik
saptanmigtir. Antibiyofilm aktivite degerlendirmesindeyse en yiiksek aktivite G. lucidum’da gorillmistiir.

Aragtirma vurgulari: Elde edilen bulgular, dogal antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasinda siklikla
tercih edilen tibbi makrofungus tiirlerinin, biyofilmlerle miicadele arastirmalarinda da yiiksek potansiyel
icermelerinden 6turu tercih edilebileceklerini kanitlar mahiyettedir.

Anahtar Kelimeler: Makrofungus, Biyofilm, Antimikrobiyal, Antibiyofilm

Antimicrobial and antibiofilm activities of Lentinus edodes, Lactarious

delicious, and Ganoderma lucidum

Abstract

Aim of study: In this study, the antimicrobial and antibiofilm potentials of methanolic (60%) and
ethanolic (95%) extracts of three medicinal macrofungi species [(Lentinus edodes (Berk.) Sing.
(Shiitake), Lactarius deliciosus Fr., and Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.)] on Pseudomonas
aeruginosa, and Salmonella Typhimurium were investigated.

Material and Methods: Standart agar well diffusion, minimum inhibitory concentration, and minimum
bactericidal concentration tests were performed to evaluate the antimicrobial activities. The effects of
macrofungi extracts on biofilm formation (antibiofilm) were evaluated based on crystal violet binding
assay.

Main Results: Antimicrobial and antibiofilm activities were determined only in methanolic extracts of
macrofungi samples. The highest antibiofilm activity was observed in G. lucidum methanolic extract.

Research highlights: Obtained findings proved that the medicinal macrofungi species frequently
preferred in the investigation of natural antimicrobial agents, and could be preferred for surveys of
biofilm control due to their high potentials.

Keywords: Macrofungi, Biofilm, Antimicrobial, Antibiofilm
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Giris

Bazi makrofungus tlrlerinin
antibakteriyal, antifungal, antiviral ve
antiprotozoal ~ Ozellik  gosteren  cesitli
kimyasal  bilesenlere  sahip  olduklar
belirlenmigtir. Makrofunguslar, bulunduklar
ortamda  varligmi  siirdiirebilmek  ve
cevresindeki rekabetci tirlere  Gstunlik
saglayabilmek adma bu tir kimyasal

bilesenlere ihtiya¢ duymaktadir (Solak ve
ark., 2006). Makrofunguslarin genis bir
biyolojik aktivite yelpazesine sahip olduklar
gergegi dikkate alinarak, ginimuzde ilaglara
alternatif olabilmeleri icin yabani tlrlerinin
kiiltire almabilmesinin yam swa aktif
bilesiklerinin izolasyon ve tanimlanmasina
yonelik yeni caligmalarin gergeklestirilmesi
gerekmektedir (Ustiin, 2011).

Antibiyotiklere kars1 gelistirilen yiksek
direng dikkate alindiginda, yeni
antimikrobiyal Urlnlerin arastirilmasindaki
gereksinim ka¢inilmazdir. Bakteriyal, viral
ve fungal hastaliklar, &zellikle gelismekte
olan iilkelerin toplumlarm ciddi dlciide
tehdit etmektedir (Cos ve ark., 2006). Dogal
uriinler, enfeksiyon hastaliklar1 da dahil
olmak ftizere ¢esitli kosullar i¢in bazi tedavi
edici  ajanlar1  igcermeleri  bakimindan
potansiyellere sahiptir (Clardy ve Walsh,
2004).

Enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarin
tamamen yok edilmesi, dncelikli bir tedavi
stratejisidir.  Bu  strateji ~ ¢ogunlukla
mikroorganizmalarin temel yasam siireglerini
hedefleyen yaygin antimikrobiyal ajanlarla
gergeklestirilmektedir. Ancak, artan
antimikrobiyal direnglilik ve bu duruma bagl
olarak  yeni  antimikrobiyal ajanlarin
gelistirilmesi  zarureti bu strateji igin
kisitlayict unsurlardir. Ustelik 6ldiiriicii ya da

gelisimi  engelleyici bu tiir ajanlarin
uygulanmasi bakteri popiilasyonlarindaki
direnclilik genleri iizerinde segici baski

yaratmaktadir (Clatworthy ve ark.. 2007;
Hawkey, 2008; Spellberg ve ark., 2008,
Boucher ve ark., 2009). Enfeksiyon etkeni
olan mikroorganizmalarin konake1
icerisindeki ya da disarisindaki g¢evrelerde
biyofilm dretebilmeleri de enfeksiyonun
tedavisini oldukc¢a giiclestirmektedir
(Wilkins ve ark., 2014).

Antimikrobiyal etkilerinin yani sira bazi
dogal firiin 6ziitlerinin biyofilm olusumunu
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engelledigi bilinmektedir. Ancak yaygin
kullanim1 olan antimikrobiyal ajanlara karst
biyofilmlerdeki  bakterilerin  planktonik
fazdaki bakterilere kiyasla ¢ok yiiksek
direnclilik gostermesi; abiyotik ya da biyotik
yuzeylerin  mikrobiyal kolonizasyonuyla
birlikte biyofilm yapisindaki bakteriler igin
dogal bir fizikokimyasal bariyer tesis eden
hiicre dis1 polimerik bilesenlerin ¢ok yogun
bir sekilde iretilmesiyle, antimikrobiyal
ajanlarin  penetrasyonunun  azalmasiyla,
biyofilm igerisindeki bakterilerin  olasi
sinerjistik etkilesimleriyle, antimikrobiyal
direnglilik determinantlarinin  yatay gen
aktarim mekanizmalariyla, genotipik ve
fenotipik cesitliligin  artmasiyla miimkiin
olmaktadir  (Carson ve ark., 2009).
Biyofilmlerle miicadelede yaygin
antimikrobiyal terapilerin bazi durumlarda
yetersiz kaligi, aragtirmacilar1 basta dogal
olmak {izere yeni antimikrobiyal ajanlarin
kesfedilmesine ve tanimlanmasina
yonlendirmektedir (Buommino ve ark.,
2014).

Tibbi Onemi olan bazi makrofungus
tiirlerinin antimikrobiyal calismalarda
saptanan potansiyeller kadar biyofilmlerle
miicadele konulu arastirmalar i¢in de yiksek
bir potansiyel ihtiva etmeleri kagmilmazdir.
Ancak ilgili konuda tibbi makrofungus
tirleriyle yapilan ¢alismalar literatiirde heniiz
cok kisitlidir. Mevcut potansiyele Coprinus
comatus’tan izole edilen ve firsat¢1 bir
patojen olan P. aeruginosa’da yeter say1
algilama (quorum sensing) sinyalizasyonunu
bloke eden “coprinuslakton” ve Agaricus

blazei’'nin  sulu  O6zltinin  yine  P.
aeruginosa’da  yeter say1 algilama
mekanizmasim1  inhibe ederek  biyofilm

olusumunu engellemesi Ornek verilebilir
(Carvalho ve ark., 2016). Bir baska kapsaml
calismada Russula delica, Fistulina hepatica,

Mycena rosea, Leucopaxilus giganteus,
Sarcodon imbricatus ve Lepista nuda gibi
makrofungus tdrlerinin Ozutlerinin
Escherichia coli, P. aeruginosa,
Acinetobacter ~ baumannii  ve  Proteus
mirabilis gibi  patojenlerin  biyofilmleri
iizerinde inhibe edici etki gosterdigi
saptanmistir  (Alves ve ark, 2014).

Auricularia auricula tiriinden izole edilen
melaninin E. coli K-12, P. aeruginosa PAO1
ve Pseudomonas fluorescens P-3 gibi bazi
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onemli bazi patojen suslarin biyofilm
gelisimlerini inhibe edici mahiyette etkiler
icerdigi rapor edilmistir (Bin ve ark., 2012).
L. edodes’in esansiyal yag igeriginin ve
homejenatinin Streptococcus mutans,
Fusabacterium nucleatum, Aggregatibacter
actinomycetecomitans, Porphyromonas
gingivalis ve Prevotella intermadia gibi bazi
oral patojenlerin biyofilmlerini inhibe ettigi
bilinmektedir (Solmaz ve ark.,, 2013;
Signoretto ve ark., 2014).

Gilinlimiizde biyofilmler ¢ok c¢esitli kronik
enfeksiyonlarin  nedeni  olarak  kabul
edilmektedir. Bu nedenlerin baslicalarindan
biri olan Salmonella cinsi; insanlarda,
hayvanlarda ve kanatlilarda hastaliklara
neden olan 6nemli bir enteropatojendir.
Salmonella bulasis1  genellikle fekal-oral
yolla gergeklesmekte ve insanlarda en yaygin
gida kaynakli hastalik olan Salmonellozun
ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir (Veldman
ve ark., 2011). Diinya saglik oOrgiitiiniin
(WHO) verileri degerlendirildiginde,
diinyada her yi1l binlercesi 6liimle sonuglanan
Salmonelloz vakasi ortaya ¢ikmaktadir
(urll). Bir enfeksiyon etkeni olarak
Salmonella, insan  konakg¢ilarda  safra
taglarinin  iizerinde biyofilm olusturmak
suretiyle asemptomatik olarak  hayatta
kalmaya devam edebilmektedir. Bu nedenle
asemptomatik  konakgilarda  antibiyotik
uygulamasiyla patojenin yok edilmesi g¢ogu
kez yetersiz bir uygulama olmaktadir (Prouty
ve Gunn, 2003).

P. aeruginosa, nozokomiyal
enfeksiyonlarda, 6zellikle Kistik fibrozisli
hastalarin biiylik bir ¢ogunlugunda kronik
akciger enfeksiyonuna neden olan ve
antibiyotik terapileri ile biyofilm arasindaki
iliskinin ag¢iklanmasinda kullanilan model
mikroorganizmadir. Kistik fibrozisli
hastalarda P. aeruginosa 'min neden oldugu
akciger enfeksiyonlarinda biyofilm olusumu
Oonem tasimaktadir ve bu hastalarda erken
yaslardan itibaren tekrarlayan ve kronik
enfeksiyonlara bagli olarak siklikla ve uzun
streli antibiyotik tedavisinin uygulanmasi
s0z konusudur (Karaman ve ark., 2013).

Tibbi 6nemi olan mantar trlerinin, 6nem
arz eden patojenler tizerindeki antimikrobiyal
etkilerinin yan1 sira antibiyofilm etkilerinin
de arastirilmasit biyofilmlerle miicadelede
Ozgiin yaklagimlarin gelistirilmesi ihtimalini
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disiindiirmektedir.  Ozellikle
hastaliklarinin ~ sagaltiminda  biyofilmlerin
Onemi yeni anlagildigindan farmosotik
endiistrisi tarafindan gelistirilen ve 6zgl
olarak biyofilmleri hedefleyen bir
antimikrobiyal ajan heniiz bulunmamaktadir.
Bunun da Otesinde  mevcut  bircok
antimikrobiyale karsi mikrorganizmalarin
direnglilik  gelistirmesi,  klinik  dncesi
prosedirlerden Otirli yeni antibiyotiklerin
piyasaya sirllmesindeki kisitlayict kosullar,
antimikrobiyal ajanlarin tasarlanmasinin ve
gelistirilmesinin yaninda, yeni antibiyofilm
stratejilerinin  de  gelistirilmesini  zorunlu
kilmaktadir. Bu baglamda ¢alisma dahilinde
tibbi 6nemi olan ii¢ makrofungus tiriinin
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkilerinin
aragtirilmas1 ve biyofilmlerle miicadelede
etkin stratejilerin gelistirilmesi
hedeflenmistir.

enfeksiyon

Materyal ve Yontem
Materyal
Makrofungus drnekleri
Calismada antimikrobiyal ve antibiyofilm
etkilerin degerlendirilmesi igin Lentinus

edodes (Berk.) Sing. (Shiitake) ve
Ganoderma lucidum &rneklerinin  kulttr
formlart  kullanilmistir ~ (Agromamantar,

Denizli, Turkiye). Lactarius deliciosus Fr.
Ornegi, mantar pazarindan temin edilmis
(Bolu, Tiirkiye) ve teshis islemi Dog. Dr.
llgaz AKATA tarafindan yapilmistir.

Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal ve antibiyofilm etkilerin
aragtirllmasina  yonelik ¢aligmalarda; P.
aeruginosa DSMZ 50071 ve S. Typhimirium
SL1344 suglar1 kullanmilmistir. S6z konusu
suslar, Ankara Universitesi Fen Fakiltesi
Biyoloji Bolimi Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin
edilmistir.

Yoéntem
Makrofungus érneklerinin 6zitlenmesi
Kuru haldeki makrofungus &rneklerinin

Ozltlemesi  %60°likk  metanol  (Sigma,
Almanya) ve %95’lik etanol (Sigma,
Almanya) ile  yapimgtir.  Oziitleme

protokoli, kuru ve toz haldeki (20 gr)
makrofungus ornekleri igin 200 ml %60°1ik
metanol ve %95’lik etanol icerisinde
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30°C’de  calkalamali  kosullarda (150
rpm/dakika) 24 saat boyunca uygulanmstir.
Elde edilen metanolik ve etanolik Oztler
Whatman No.4 filtre kagitlarn kullanilarak
siiziilmiistiir. Ozutler daha sonra liyofilize
edilmistir  (Edwards, Birlesik Krallik).
Liyofilize 6zutler daha sonra antimikrobiyal
ve antibiyofilm etkilerin degerlendirilecegi
caligmalarda kullanilmak {izere distile su
icerisinde ¢ozllmiis ve 0.22 pm por ¢aph
membran  filtreden  (Sartorius, Fransa)
gecirilerek sterilize edilmistir (400 mg/mL)
ve -20°C’de muhafaza edilmistir (Ttrkoglu
ve ark., 2007).

Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal  aktivite  denemeleri
Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2003) standartlar1 esas alinarak
gerceklestirilmistir.  Denemelerin  ilkinde
kuyu difiizyon yontemi esas alinmistir. Bu
asamada bakteriyal suslar Mueller-Hinton
agar (MHA)  Dbesiyerlerine  (Merck,
Almanya) inokiile edilmis ve 37°C’de 24
saat siresince gelistirilmistir. Inkiibasyon
bitiminde agar ylizeylerinden alman
koloniler Mc Farland no. 0.5 standardi
referans almarak %385°lik fizyolojik serum
icerisinde siispanse edilmistir. Hazirlanan
suspansiyonlardan 100’er ul almarak MHA
yiizeylerine damlatilmig ve yayma plak
yontemiyle yayilmistir. Kurutulan petri
yiizeylerine steril kuyu agma aparatiyla (R: 9
mm) kuyular agilmistir. Agcilan kuyulara
makrofungus orneklerinin
etanolik/metanolik 6zdtlerinden (10 ve 100
mg/ml derisimlerde) ve DMSO’dan 50’ser
pl, 3 paralelli olacak sekilde transfer
edilmistir. Petriler 37°C’de 24 saat siiresince
inkiibasyona  birakilmustir. Inkiibasyon
bitiminde inhibisyon zon c¢aplari “mm”
cinsinden Sl¢lilmiistiir. Minimum inhibisyon
konsantrasyon testi (MIK) igin bakteriyal
inokiilim hazirlig1 daha oOnce agiklandig
sekliyle yapilmustir. Makrofungus
ozitlerinin derisimleri, 100 pl Mueller-
Hinton siv1 besiyeri i¢eren kuyularda 200,
100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.12 mg/ml olacak
sekilde seri sulandirma iglemi yapilarak
hazirlanmigtir. Hazirlanan inokdilim
stispansiyonlarindan  kuyulara 10’ar pl
transfer edilmistir. Her bir 6ziit derisimi i¢in
3 paralel hazirlanmigtir. Pozitif kontrol
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olarak 0zt icermeyen ancak inokilim
iceren kuyular; negatif kontrol olarak 6ziit
ve inokdlum icermeyen kuyular
hazirlanmistir. Plakalar 37°C’de 24 saat
sliresince inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon bitiminde mikrobiyal gelisimin
olmadig1 ilk kuyular “MIK degeri” olarak
saptanmistir. MIK degerleri saptandiktan
sonra farkli derisimlerde 06ziit igeren
kuyulardan ~ 6rnek  alinarak  bir  seri
sulandirma  yapilmis  (10-kat) ve bu
sulandirmalardan ~ Triptik  Soya  Agar
besiyerlerine (Merck, Almanya) damla plak
yontemiyle inokiilasyon yapilmistir. Inokiile
edilen petrilerden daha sonrasinda koloni
saymmi yapilmis ve bakteriyal koloni sayilar
hesaplanarak ve pozitif kontrol érneklerinin
saymm sonuglariyla kiyaslanarak logaritmik
yiizde azalmalar saptanmistir. Log-3 (%
99.9) azalma saptanan derisim degerleri,
minimum  “bakterisidal derisim  degeri
(MBK)” degerleri olarak belirlenmistir.

Makrofungus ~ Ozltlerinin ~ Biyofilm
Olusumu Uzerine (Antibiyofilm) Etkileri
Deneysel calisma kapsaminda oOncelikli
olarak her bir mikroorganizmanin optimum
biyofilm {iiretim kosullar1 belirlenmistir. S.
Typhimurium SL1344 susunun biyofilm
Uretimi icin optimizasyon Vestby ve ark.
(2009) onerdigi yontem referans alinarak
gerceklestirilmistir.  Yontemde, biyofilm
iretimini  tesvik etmek adina  diisik
ozmolariteli (NaCl igermeyen) Luria-Bertani
(LB) sivi besiyerinde bir gece boyunca
calkalamali kosullarda (200 rpm/dakika) ve
37°C’de  gelistirilen  sus, inkiibasyon
bitiminde ODsgsnm: 0.2’ye yine aymi besiyeri
kullanilarak slispanse edilmistir.
Yogunluklar1  ayarlanan  silispansiyondan
30’ar pl alinarak 100’er pl NaCl’siz LB
besiyeri iceren ve inokilasyondan sonra son
derisimleri sirasiyla 200, 100, 50, 25, 12.5,
6.25 ve 3.12 mg/ml olacak sekilde
makrofungus 0zt iceren kuyulara transfer
edilmistir. Test kuyularindan farkli olarak
negatif kontrol kuyulari, yalnizca belirtilen
derisimlerde makrofungus 6ziitii ve besiyeri
icerirken; pozitif kontrol kuyulari yalnizca
besiyeri  ve  inokulim  igermektedir.
Inokiilasyondan sonra plakalar 20°C’de 24
saat siiresince statik kosullarda inkiibasyona
birakilmigtir. P. aeruginosa DSMZ 50071
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susunun biyofilm firetim kosullari, O’Toole
ve ark. (1999) tarafindan Onerilen yaklasim
modifiye edilerek belirlenmistir.
Modifikasyon, S. Typhimurium SL1344 susu
icin belirlenen inokiiliim hazirhig:r dikkate
alinarak  gergeklestirilmistir. ~ Hazirlanan
plakalar 37°C’de 24 saat suresince statik
kosullarda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon  bitiminde  kuyular aseptik
kosullarda aspire edilmis, ve steril fizyolojik
serum ile tutunmayan hicreleri
uzaklasgtirmak  i¢in  yikanmistir.  Oda
kosullarinda  kurutulan plaka kuyularina
fiksasyon icin 130’ar pl %95’lik metanol
(Merck, Almanya) transfer edilmis ve
plakalar 15 dakika siiresince oda kosullarinda
inkiibe edilmisgtir. Bu asamay1 takiben
kuyulardaki metanol bosaltilmis ve plakalar
yine  kurutulmustur.  Kuruyan  plaka
kuyularina %0.1lik  kristal viyole
cozeltisinden (Sigma, Almanya) 130’ar pl
transfer edilmis ve plakalar oda kosullarinda
30 dakika siiresince inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonundan sonra tutunmayan boyanin
uzaklastirilmasi i¢in plakalar akan musluk
suyunun altinda yikanmig ve kurutulmustur.
Kuruyan plaka kuyularina son olarak tutunan
boyanin ¢dzlinmesi igin 130’ar pl %33’lik
glasiyel asetik asit (Merck, Almanya)
transfer edilmis ve plakalar 15 dakika inkiibe
edilmistir. Cozlinen boyay1 iceren plakalar,
595 nm dalga boyunda Elisa okuyucusunda
okutulmustur (Biotek, Isvigre). Islemler
negative kontrol kuyulari (farkli derisimlerde
makrofungus 6zitl iceren kuyular) ve pozitif
kontrol kuyular1 (inokiiliim igeren; Oziit
icermeyen) i¢in de uygulanmistir. Negatif
kontrol kuyularinda elde edilen absorbans
degerleri test kuyularindan elde edilen
absorbans degerlerinden ¢ikarilarak biyofilm
tretim miktarlart saptanmistir (Stepanovic,
2000; Vestby ve ark., 2009). Uygulanan
makrofungus 6zUtinun  biyofilm  Uretimi
uUzerindeki etkisini (antibiyofilm) saptanmak
icin pozitif kontrol kuyularindan elde edilen
degerler goz onunde  bulundurularak,
iretimdeki  ylizde (%) azalma degeri
kullanilmigtir. % Azalma; [(C-B)-(T-B)]/[(C-
B)] formilii esas alinarak hesaplanmigtir
(Pitts ve ark., 2003).
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Bu formiile gore;

C: Yalnizca inokiiliim iceren kuyular

B: Yalnizca besiyeri ve makrofungus 0zitu
iceren kuyular

T: Mikroorganizmalarin inokiiliimiinii ve
uygun derisimde makrofungus 6zltl iceren
kuyular

Bulgular ve Tartisma
Antimikrobiyal aktivite bulgular

L. edodes, L. delicious ve G. lucidum
makrofungus  Orneklerinden  hazirlanan
etanolik ve metanolik 6zitlerin (10 ve 100
mg/ml) iki farkli derisiminin agar kuyu
difiizyon yonteminde uygulanmasi
sonucunda belirlenen inhibisyon zon g¢aplar1
Tablo 1°de verilmistir. Her ¢ makrofungus
Ormeginin etanolik Oziitlinde antimikrobiyal
aktivite saptanmazken, metanolik 6zltlerin
yiiksek  derisimlerinde (100  mg/ml)
antimikrobiyal etkinlik saptanmistir. MIK ve
MBK test sonuglar1 Tablo 2’de verilmistir.
Belirtilen MIK ve MBK degerleri metanolik

makrofungus Oziitleri kullanilarak elde
edilmistir.
Makrofungus Ozutlerinin biyofilm

olusumu iizerine olan etkileri

Antibiyofilm denemeleri antimikrobiyal
etkinlik saptanan metanolik makrofungus
Oziitleri kullanilarak yapilmistir. Calisilan
derisim degerlerinde saptanan biyofilm
tiretim miktarlarindaki yiizde (%) azalma,

Sekil la ve 1b’de verilmistir. S.
Typhimurium’da farkli makrofungus
Ozutlerinin  biyofilm  Gretimi  Gzerindeki

etkilerine bakildiginda, L. delicious’un diisiik
derisimlerinin biyofilm olusumunu inhibe
ettigi saptanirken, L. edodes ve G. lucidum
Ozutlerinin  yiiksek derisimlerde biyofilm
olusumunun inhibe oldugu saptanmistir. P.
aeruginosa’nin  biyofilm  olusumundaki
inhibisyon ise her ¢ makrofungus tlrQ icin
de yiiksek derisimlerde gorilmiistir. G.
lucidum oziitii, her iki susun biyofilm
Uretiminin inhibe edilmesinde en yuksek
etkinligi gostermistir. L. delicious 6zutl ise
diger makrofungus tiirlerinin oziitlerinden
farkli olarak diigiik derisim degerlerinde
antibiyofilm etkinligi gosterebilmis olmasina
karsin gorece daha diisiik bir antibiyofilm
etkinligi gostermistir.
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Tablo 1. Agar kuyu difiizyon test sonuglar1 (ortalama + standart sapma, “mm?”; “-“: inhibisyon
yoKk).
L. edodes L. delicious G. lucidum
Sus Adi %60 Metanol %60 Metanol %60 Metanol
10 100 10 100 10 100
mg/ml mg/ml mg/ml mg/mi mg/mi mg/mi
S. Typhimurium - 14.60 - 11.17 - 16
SL1344 +0.66 +0.76 1.0
P. aeruginosa - 15.67 - 14.23 - 16.6
DSMZ 50071 +0.58 +0.25 +0.66

Tablo 2. MIK ve MBK test sonuglar1 (verilen MBK derisimlerinde bakteriyal populasyonda
%99.9’luk azalma saptanmistir).

L. edodes L. delicious G. lucidum
Sus adi (%60 MetOH) (%60 MetOH) (%60 MetOH)
MiK MBK MiK MBK MiK MBK
S. Typhimurium | 200 mg/ml | 200 mg/ml | 100 mg/ml | 200 mg/ml | 100 mg/ml | 100 mg/ml

SL1344
P. aeruginosa 200 mg/ml | 200 mg/ml | 100 mg/ml | 200 mg/ml | 100 mg/ml | 100 mg/ml
DSMZ 50071

a b
100 100
B 50 E 5o -
tg tg
=Eﬁ6or./-——ﬂ’\\ ~ e
_— _—
E"\o 40 - \ gg 40
& 20 m 20

g 200 | 100 50 25 | 125 | 625 | 312 L 200 | 100 50 25 125 | 625 3!2

mgiml [ mgiml |mgiml | mgiml |mgim! | mgiml | mgiml mgiml |mgiml |mgiml | mgim! | mgiml | mgiml | mgiml
—4—1. edodes 91,5 | 87,1 | 70,1 | 69,2 | 52,5 | 34,5 | 12,0 —4—1. cdodes 84,1 | 67,5 | 653 | 60,1 | 523 | 345 | 14
==L delicicus | 41,1 | 43,3 55 55,5 | 78,1 | 68.1 | 647 ==L delicieus| 797 | 525 | 30,2 | 397 | 39,1 | 374 | 00
== G lucidum | 944 | 924 | 91,0 | 834 | 822 | 69,7 | 56,0 =G lucidum | 90,2 | 628 | 322 | 334 | 318 | 315 | 6,1

Sekil 1. a) Makrofungus 6zitlerinin S. Typhimurium’un biyofilm Gretimi (izerine olan etkileri b)
Makrofungus Oztiilerinin P. aeruginosa’nin biyofilm iiretimi {izerine olan etkileri.
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Biyofilm enfeksiyonlarmin 6nlenmesinin
ve sagaltimimin  giic oldugu  kanisi
ginimizde kabul go6ren bir durumdur.
Biyofilmlerin son derece heterojen bir yapiya
sahip olduklariyla ilgili elde edilen giincel
bulgular, planktonik fazdaki
mikroorganizmalarin ~ yok  edilmesinde
kullanilan tedavi stratejilerinden farkli olarak
yeni tedavi stratejilerinin  gelistirilmesi
gereksinimini dogurmaktadir. Yeni
antimikrobiyal ajanlarin yaygin
antibiyotiklerle sinerjistik kullanimi,
biyofilm yapilarinin  zayiflatilmasimi  ve
biyofilmlerdeki farkli alt populasyonlarin
hedeflenmesini daha miimkiin kilmaktadir.

Salmonella serovarlar1 diinya genelindeki
gida kaynakli hastaliklara neden olan
etkenlerin basinda gelmektedir. Salmonella
serovarlarinin ¢ogu ¢esitli dogal, endiistriyel,
klinik ve konake1 gevrelerde gelisebilecek ve
hayatta kalabilecek birgok stratejiye sahiptir.
Diinya genelinde alinan 6nlemler ve kontrol
uygulamalarina ragmen gida kaynakli
Salmonella enfeksiyonlar1  halk  sagligim
tehdit etmeye devam etmektedir. Gida
kaynakli enfeksiyonlara neden olan etkenler
arasinda Salmonella ilk  siralardaki  yerini
korumakta, binlerce kisinin etkilendigi ve
oliimlerle sonuglanan salginlara neden
olmaktadir.S. Enteriditis ve S. Typhimurium
dinya ¢apinda en sik  karsilagilan
serotiplerdir. Salmonella’ nin sosyal ve
ekonomik agidan 6nemi, 20. yiizyilin ikinci
yarisindan itibaren salginlarin sayisindaki
artig, bilinenlerin yaninda degisik gidalarin
neden oldugu vakalarin ortaya ¢ikmasi ve
bunlara ek  olarak Salmonella’nin
antibiyotiklere gelistirdigi diren¢ sonucu
giderek artmistir. Tedavi masraflar1 disinda
bilindigi gibi is giicii kaybi, hayvan ve iiriin
kayiplart da Onemli bir yere sahiptir.
Bilingsiz ilag kullanimi, gelismeyi artirici ve
koruyucu amagla diisik doz antibiyotik
uygulanmas: gibi faktorlere bagh olarak
gelisen  ve Salmonella serotiplerinde  de
giderek artan antibiyotik direncliligi bir diger
onemli sorundur (Url1).

P. aeruginosa, kistik fibr6z hastalarinin
akcigerlerinde biyofilm olusturarak eradike
edilmesi  gi¢  enfeksiyonlara  neden
olmaktadir. P. aeruginosa’nin  konakg1
icerisinde maruz kaldigi konak¢r immiin
yaniti ve antibiyotik baskisi gibi faktorler
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biyofilm  yamitimin  artmasmna  neden
olabilmektedir. Konak¢1 icerisinde P.
aeruginosa bir kez biyofilm olusturdugunda
fagositler, reaktif  oksijen tdrleri  ve
antimikrobiyal terapi gibi etkenler biyofilmin
yok edilmesinde yetersiz kalmaktadir. S6z
konusu durum, Pseudomonas
enfeksiyonlarinin sagaltimi i¢in arastirmalari

stirekli yeni terapdtik ajanlarn  kesfine
yonelik caligmalar yapmaya
yonlendirmektedir (Fuente-NUfiez ve ark.,
2013). Yeni antibiyofilm stratejilerinin

gelistirilmesi bugiin bir¢ok arastirmacinin
odaklandig1 disiplinler aras1i yaklagimlart
gerektiren son derece glncel bir konudur.
Biyofilmlerin  yok edilmesine yonelik
literatiirde bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu
caligmalarin bazilart hem yaygm kullanini
olan stratejilerin  biyofilmler Gzerindeki
etkilerinin arastirilmasina yonelik hem de
yaygin tedavi stratejilerinin biyofilmlerle
miicadelede  ¢cogu  noktada  yetersiz
olabilmesinden  otliri  yeni  stratejilerin
gelistirilmesine yoneliktir. Yeni ve etkin
stratejilerin  gelistirilmesinde basta dogal
rtinlerin igerdigi yiiksek biyolojik aktiviteye
sahip bilesenlerin degerlendirilmesi umut
vaat edici sonuglar dogurmaktadir.

Tibbi 6nemi olan makrofungus tirlerinin
bu yonde degerlendirilmesine iliskin
caligmalar literatlirde az sayida bulunmakla
beraber (Bin ve ark., 2012; Solmaz ve ark.,
2013; Petrovi¢ ve ark., 2014; Signoretto ve
ark., 2014; Sokovi¢ ve ark., 2014; Alves ve
ark., 2014; Carvalho ve ark., 2016), bu
calisma dahilinde kullanilan tibbi mantar
tirlerinin ilgili patojen suslar {izerindeki
antibiyofilm etkilerine yonelik bir caligma
henliz  bulunmamaktir. Bu  baglamda
calismadan elde edilen verilerin literatiire
mithim katkilar saglayacak mahiyette olmasi
beklenmektedir. Ustelik tibbi énemi olan bu

makrofungus tirlerinde antibiyofilm
etkinligin saptanmig olmasi bu arastirma
sahasinda daha ileri caligmalarin
baslatilmasina on ayak olabilecek
niteliktedir.  Ayrica yeni  antibiyofilm

stratejilerinin ~ gelistirilmesinin ~ yan1  sira
calismanmn Salmonella ve Pseudomonas
suslar1 ile yliritilmiis olmasi, bu suslarda
siklikla ~ goriilen  antibiyotik  direng
paternlerinin sirayetinin dnlne gecilmesinde
alternatif ve tamamlayici klinik yaklagimlarin
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gelistirilmesine imkan taniyacaktir. Zira tiim
diinyada alternatif tibba yonelim, ozellikle
antibiyotik direngli suslarin neden oldugu
enfeksiyon hastaliklarinin sagaltiminda, giin
be giin artmaktadir. Ustelik tibbi 6nemi olan
makrofungus tdrlerinin ¢alisma kapsaminda
degerlendirilmis olmasi, klinik kullanimi
olan mevcut antibiyotiklerin Salmonella ve
Pseudomonas suslari ile iliskili
enfeksiyonlarda tercih edilmesinde yuksek
dozlama  stratejilerinin  yerine  tercih
edilmesine imkan taniyabilecektir
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