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PHELLINUS HARTIGII’NiN ANTIiBiYOFiLM AKTIVITELERI

UMAY MERVE SENTURAN

KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

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

Yiizyillardan beri dogal iirlinlerin insanliga farkli alanlarda hizmet ettigi bilinmektedir.
Bu sebeple, var olan dogal iiriinlerin aragtiritlmas1 gerekliligi s6z konusudur. Bir¢ok
bitki ve mantar gibi dogada bulunan canlilar kullanilarak; antimikrobiyal, antifungal,
antibiyofilm, antioksidan testleri denenmis olmasina ragmen, kesfedilmeyi bekleyen
halihazirda ¢ok sayida dogal {iriin bulunmaktadir. Bu nedenle bu tez caligmasinda
Fomes fomentarius, Fomitopsis pinicola ve Phellinus hartigii’nin etanol (EtOH) ve
kloroform ekstraklarimin 12 E. coli susu, S. aureus, S. aureus MRSA ve C. albicans
mikroorganizmalarina kars1 olan antibiyofilm, antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteleri arastirilmigtir. Sonug olarak, P. hartigii-EtOH ekstraktinin E. coli 7, E. coli
9, E. coli 11, E. coli 12 ve S. aureus suslarina karst degisen diizeylerde biyofilm
iiretimini aktive edici etkisi oldugu goriilmiistiir. Ote yandan, F. fomentarius-EtOH
ekstraktinin S. aureus MRSA susuna ve P. hartigii-kloroform ekstraktinin S. aureus
MRSA ve C. albicans suslarina karsi degisen diizeylerde biyofilm {iretimini inhibe
edici etkisi oldugu gozlenmistir.

Yapilan antioksidan ¢alismalarinda ise F. fomentarius-EtOH, ekstraktinin 1Csg degeri
0,865 mg/mL olarak bulunmusken, 1Cgo degeri 322,435 mg/mL olarak hesaplanmistir.
Ayrica, P. hartigii-EtOH ekstraktinin 1Cso degeri 0,427 mg/mL olarak bulunmusken,
ICo0 degeri 1,839 mg/mL olarak hesaplanmistir. F. fomentarius-kloroform, F.
pinicola-EtOH, F. pinicola-kloroform ve P. hartigii-kloroform ekstraktinin
uygulandig1 konsantrasyonlarda bir antioksidan aktivite gézlenmemistir.

ANAHTAR KELIMELER: Fomes fomentarius, Fomitopsis pinicola, Phellinus
hartigii, Antibiyofilm, Antioksidan, SEM, AFM
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ABSTRACT

MSC THESIS

ANTIBIOFILM ACTIVITIES OF FOMES FOMENTARIUS,
FOMITOPSIS PINICOLA AND PHELLINUS HARTIGII

UMAY MERVE SENTURAN

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

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

It is known that natural products have served humanity in different fields for centuries.
For this reason, it is necessary to research the existing natural products. By using living
things found in nature, such as many plants and mushrooms, although antimicrobial,
antifungal, antibiofilm and antioxidant tests have been applied, there are still many
natural products waiting to be discovered. Therefore, in this thesis, the antibiofilm,
antioxidant and antimicrobial activities of ethanol (EtOH) and chloroform extracts of
Fomes fomentarius, Fomitopsis pinicola and Phellinus hartigii against 12 E. coli
strains, S. aureus, S. aureus MRSA and C. albicans microorganisms were investigated.
As a result, it was observed that P. hartigii-EtOH extract had an activating effect on
biofilm production at varying levels against E. coli 7, E. coli 9, E. coli 11, E. coli 12
and S. aureus strains. On the other hand, it was observed that the F. fomentarius-EtOH
extract had varying degrees of inhibitory effect on biofilm production against S. aureus
MRSA and P. hartigii-chloroform extract against S. aureus MRSA and C. albicans
strains.

In antioxidant studies, the ICsg value of the F. fomentarius-EtOH extract was found to
be 0.865 mg/mL, while the ICgo value was calculated as 322.435 mg/mL. In addition,
the ICso value of the P. hartigii-EtOH extract was found to be 0.427 mg/mL, while the
ICq0 value was calculated as 1.839 mg/mL. No antioxidant activity was observed at
the concentrations of F. fomentarius-chloroform, F. pinicola-EtOH, F. pinicola-
chloroform and P. hartigii-chloroform extracts.

KEYWORDS: Fomes fomentarius, Fomitopsis pinicola, Phellinus hartigii,
Antibiofilm, Antioxidant, SEM, AFM

June 2022, 242 Page
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1. GIRIS

1.1 Makromantarlarin Genel Ozellikleri

Makrofunguslar, Mantarlar (Fungi) aleminin Ascomycota ve Basidiomycota
divizyolarinda bulunan, okaryotik, spor iireten, hif olarak bilinen kitin ve glukan
yapidaki hiicre duvar ile ¢evrilmis ipliksi yapilara sahip, sapka ve sap denilen iki
kisimdan meydana gelen heterotrof organizmalardir. Dogal yasamdaki yayilislart
oldukga genis olan bu organizmalar 6zellikle ayristirici 6zellikleri ile azot, karbon, su
dongiisii  gibi ekolojik dengenin korunmasi igin devamliligi 6nemli olan
biyojeokimyasal dongiilerin siirdiiriilebilirliginde biiyiikk rol oynadigindan diger
canlilarin yasami igin 6nemli yere sahiptir (Pommerville, 2014; Ustiin, 2011).

1.2 Makromantarlarin Tibbi Kullanim Alanlar

Makromantarlar, biyojeokimyasal dongiilerde rol oynamalar1 sebebiyle ekolojik
dengenin devam etmesinde kritik rol oynamakla birlikte; yenilebilir olanlar1 insanlar
icin O6nemli besin kaynagi olarak tiiketilirken, farmasotik bilesikler barindiran
makromantarlarin 6zellikle Asya’da pek ¢ok hastaligin tedavisinde yiizyillardir
kullanildig1 bilinmektedir. Bununla birlikte heniiz hala etkisi kesfedilmemis pek ¢ok
makromantar tiirti ve kesfedilmeyi bekleyen birgok biyoaktif bilesigin de bulundugu
bilinen gergekler arasindadir. Yeni biyoaktif bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasi igin bitki
ve makromantarlar gibi dogal kaynaklarin arastirilmasi, giiglii terépatik etki
potansiyeline sahip ilaglarin kesfedilmesi i¢in olanak tanimistir. Giiniimiizde mantarlar
tizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda pek ¢ok terdpatik bilesik rapor edilmistir. Son
yillarda, Basidiomycota’ya ait tiirlerden farkli bilesikler izole edilerek bu bilesiklerin
antibakteriyel, antifungal, fitotoksik, sitostatik, antiviral ve diger farmakolojik
aktivitelere sahip olduklar1 yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur (Fendoglu vd.,
2018; Forland vd., 2010; Homer ve Sperry, 2017; Oztiirk vd. 2015; Sullivan vd. 2006;
Séhretoglu ve Huang, 2018; Ustiin, 2011; Wachtel-Galor vd., 2011; Wasser, 2011).

Makrofunguslarin  bazi  hastaliklar1 tedavi edebilecek 6zellikte bilesikler

barmdirdiklarmin tespit edilmis olmasi, makromantarlarin yeni farmasotik ve



biyoteknolojik tiriinlerin gelistirilmesinde kaynak olarak kullanimi agisindan onlari
ginden giline ilgi odagi haline getirmektedir. Bununla birlikte yenilebilen
makromantar tiirlerinin farmasotik bilesiklere ek olarak protein, karbonhidrat ve yag
gibi  insanlarin  temel  besin  ihtiyaglarin1  karsilayabilecek  diizeyde
biyomakromolekiilleri igermesi, makromantarlarin degerini daha da artirmaktadir.
Omegin Agaricus bisporus, Lactarius deliciosus ve Ganoderma lucidum tiirlerinin
protein ve lif miktarinin oldukga yiiksek oldugu bilinmektedir (Barros vd., 2007a;
Barros vd., 2008; Garcha vd., 1993; Mau vd, 2001; Konuk vd., 2006; Pushpa ve
Puruskothama, 2010; Saiqa vd., 2008; Ustiin, 2011).

Bazi makromantarlarin yapisindaki B-glukan, ganoderik asit, N-asetilglukozamin,
fenol, flavonit, likopen gibi terpen, steroit, polisakkarit yapili bilesikler sayesinde anti-
timoral, anti-enflamatuar, antimikrobiyal, antibakteriyel ozellikler tasidigi
bilinmektedir. Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatoroseus, Inonotus obliquus,
Agarigus blazeii, Hericium erinaceus ve Grifola frondosa mantarlari, polisakkarit
yapidaki B-glukan barmdiran makrofunguslara ornek gosterilebilir (Carbonero vd.,
2006; Rheea vd., 2008).

1.2.1 Makromantarlarin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Literatiir incelendiginde makromantarlarin biyoloijk aktiviteleri arasinda en yaygin

arastirilan aktivitelerden birinin antimikrobiyal etkileri oldugu goriilmektedir.

Ornegin, Basidiomycota’ya ait olan Phellinus rimosus, G. lucidum, Termitomyces
microcarpus, Cantharellus cibarius, Lactarius piperatus, Sarcodon imbricatus ve
Navesporus floccosa gibi tiirlerin antimikrobiyal etkileri oldugu yapilan ¢alismalar ile
ortaya konmustur (Barros vd. 2007b; Barros vd. 2007c; Gbolagade vd., 2007; Rheea,
vd. 2008; Sheena vd., 2003).

Diilger vd. (2002), Lactarius cinsine ait bazi iiyelerin Mycobacterium smegmatis,
Proteus vulgaris ve Escherichia coli suslarina kars1 antibakteriyel etkisi bulundugunu
ortaya koymuslardir. Ozellikle L. deliciosus’a ait ekstraktin diger Lactarius tiirlerinden
elde edilen ekstraktlarin aktiviteleri ile karsilastirildiginda bakteri suslarina karsi1 daha

yiiksek etki ortaya koydugunu géstermislerdir.



Giri vd. (2012), Hindistan’in Bengal bodlgesinden toplanan bazi yabani mantar
orneklerinin sapka kisimlarinin antibakteriyel ve anti-fungal etkilerini arastirmislardir.
Calismalarinda, Agaricus, Amanita, Armillaria, Astraeus, Auricularia, Calocybe,
Fistulina, Hygrophorus, Lepiota, Pleurotus, Lentinus, Polyporus, Ramaria, Russula,
Schizophyllum, Termitomyces, Tricholoma ve Volvariella cinlerine ait baz1 mantar
tirlerinden metanol ile elde edilmis eckstraktlarin Bacillus subtilis MTCC 736,
Pseudomonas aeruginosa MTCC 8158, E. coli MTCC 68, Bacillus cereus MTCC
1306, Candida albicans MTCC 183, Proteus vulgaris MTCC 426 ve Staphylococcus
aureus MTCC 96 mikroorganizmalarina karst etkisini  gézlemlemislerdir.
Mikroorganizmalarin ¢alismada kullanilmis olan 21 adet mantar ekstraktina gostermis
oldugu duyarliligin siralamasi P. vulgaris > P. aeruginosa > E. coli > B. cereus > C.

albicans > B. subtilis = S. aureus seklinde bulunmustur.

Abah ve Abah (2010), Agaricus bisporus’tan metanol ile 100, 200 ve 300 mg/mL
konsantrasyonlar seklinde elde edilmis ekstraktin Listeria monocytogenes, C.
albicans, Salmonella typhi, B. cereus, Shigella dysenterae, Shigella flexneri, E. coli
ATCC 25922 ve P. aeruginosa suslarina karsi antibakteriyel ve antifungal etkilerini
calismis ve elde edilmis biitiin ekstraktlarin, biitiin mikroorganizmalara kars: etkili

oldugunu gozlemlemislerdir.

Yildiz vd. (2017), yaptiklar1 caligmada Lepiota sp., Russula rosea ve Tramates
pubescens’ten elde edilen ekstraktlarin hem quorum sensing inhibisyon etkilerini, hem
de antimikrobiyal aktivitelerini arastirmistir. Calismanin sonucunda R. rosea ve T.
pubescens ekstraktlarinin S. aureus susuna antibakteriyel aktivite gosterdigi, ayrica
ekstraktlarm MIK (minimum inhibisyon konsantrasyonu) degerlerinin ise sirasiyla
156,25 pg/mL ve 78.125 pg/mL oldugu gozlenmistir. Bu sonuca gore diisik MIK
degerine sahip oldugu i¢in T. pubescens’den elde edilmis ekstraktin, R. rosea’dan elde

edilmis ekstrakttan daha yiiksek etki gosterdigi ileri siiriilmiistiir.

Nikolovska vd. (2013) Boletus lupinus, Flammulina velutipes, Phellinus igniarius, S.
imbricatus, Tricholoma aurantium, Xerocomus ichnussanus tiirlerinin metanol
ekstraktlarin1 elde etmisler ve ¢alismalarinda bu ekstraktlarin E. coli, S. aureus, P.

aeruginosa, Bacillus pumilus, Sarcina lutea ve B. subtilis suslar1 {izerindeki



antimikrobiyal aktivitesini minimum inhibisyon yontemini kullanarak analiz
etmiglerdir. Analizlerin sonuglar1 incelendiginde P. igniarius metanol ekstraktinin S.
lutea ve B. subtilis (MIK=2,5 mg/mL) suslarina kars1 en yiiksek antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir.

Matijasevic vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Coriolus versicolor’un metanol
oziitiiniin antimikrobiyal potansiyeli MIK ve MBK testleri uygulanarak arastiriimstir.
Ayrica, ekstrakt ile muameleden sonra bakteri hiicrelerindeki morfolojik farklilasmay1
goriintiileyebilmek i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) ve gegirimli
(transmisyon) elektron mikroskobu (TEM) kullanilmistir. Aragtirmanin raporuna gore,
mantar oziitiiniin S. aureus, Salmonella enteritidis, Yersinia enterocolitica ve Proteus
hauseri bakteri suslarina kars1 oldiirticii etkisi yiiksek bulunmustur. Ek olarak, S.
aureus’un TEM ve SEM goriintiileri incelendiginde islem gérmemis olan kontrol
hiicreleri ile 6ziit ile isleme tabi tutulmus hiicreler arasinda farklar oldugu gézlenmistir.
Mantar ekstresi ile muamele edilen hiicrelerin yapisal biitiinliigiiniin bozuldugu rapor

edilmistir.

Shameem vd. (2017) tarafindan yiritilen caligmada Kuzeybati Himalaya’dan
toplanan Verpa bohemica ve Morchella esculenta’nin biitanol ve etil asetat
ekstraktlarmin disk difiizyon, MIK ve MBK metotlar1 izlenerek antimikrobiyal
potansiyeli arastirilmistir. M. esculenta’nin biitanol ekstraktinin P. aeruginosa susuna
kars1 yiiksek dldiiriicii etkili oldugu (MiK = 750 pg/mL ve MBK = 1000 pg/mL), V.
bohemica’nin etil asetat ekstraktinin P. aeruginosa susuna karsi antibakteriyel etkili
oldugu (MIiK = 750 ng / mL ve MBK = 1000 pg / mL) gériilmiistiir.

Eren ve Akyiiz (2018) Terfezia boudieri, Picoa juniper, Picoa lefebvrei, P. ostreatus,
Pleurotus florida, Pleurotus sajor-caju, P. eryngii ve A. bisporus’un misel
kiiltiirlerinden elde edilen metil alkol ekstraktlarin 6 bakteri, 2 maya ve 2 dermatofit
susa Kkarsi olan antimikrobiyal aktivitesini disk difiizyon metodunu kullanarak
aragtirmiglardir. Arastirmanin sonucunda Pleurotus spp., A. bisporus, P. lefebvrei, P.
juniperi  ve Terfezia boudieri metanol ekstraktlarinin, test edilen tim
mikroorganizmalarin biiylimesini farkli oranda inhibe ettigi belirtilmistir. Calismada

ekstraktlarin mikroorganizmalara kars1 gosterdigi etkiler tek tek detaylandirilmistir. P.



lefebvrei misel ekstrakti standart antibiyotiklerle karsilastirildiginda etkisi diisiik
olmasina ragmen, ¢alismada kullanilan diger mantar ekstraktlari ile karsilastirildiginda

onlardan daha yiiksek inhibisyon etkisine sahip oldugu goriilmiistiir.

Adeoyo ve Oluborode (2020) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada P. florida, P.osteratus
ve P. sajor caju’nun distile su ve etil asetat ekstrelerinin agar kuyu metodu ile
antimikobiyal aktivite etkinligi arastinlmistir. Elde edilen sonuglara gore P.
florida’nin etil asetat 6ziitii Enterobacter aerogenes susuna karsi en yiiksek oldiirticii
etki gosterirken, P. osteratus etil asetat ekstrakti Klebsiella oxytoca susunda en iyi
oldiirticti etki gostermistir. Ayrica, P. sajor caju etil asetat 6zitii, K. oxytoca susuna

kars1 en iyi biiyiimeyi baskilayici etkinlik gostermistir.

Karaca vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada Morchella angusticeps, G. lucidum,
Cerioporus squamosus, Tinea versicolor ve Lentinula edodes mantar tiirlerinin
metanolik ekstraktlarinin metisiline direngli Enterokok suslarina karsi anti-biyofilm
aktivite ve antimikobiyal etkinlik potansiyeli analiz edilmistir. Antimikrobiyal aktivite
tespitinde disk difiizyon, MiK, agar kuyucuk difiizyonu ve MBK metotlarindan
yararlanilmigtir. Standart antibiyotikler ile ekstraktlarin etkinligi karsilastirilmistir. Bu
¢alismanin bir sonucunda, aktif bilesik kombinasyonlarinin modellenmesinde segilen
antibiyotik-makrofungus ekstresi etkilesimlerinin sinerjik oldugu gozlenmistir.
Makromantar konsantrasyonlarindaki nispi artis ile kullanilacak antibiyotik dozlarini
azaltilmasi ihtimali oldukga fazladir. Bu modelleme yaklagimi sayesinde antibiyotik
dozlarmin azaltilmasi saglanarak etkili antimikrobiyal stratejilerin gelistirilmesine
olanak taniyabilecegi ve Enterokok suslarinda goriilen antibiyotik direncinin kirilmasi
i¢in antibiyotiklere alternatif olarak tibbi makrofungus tiirlerinin antimikrobiyal ajan

niteligi olusturmakta oldugu acikga belirtilmistir.

Altuner ve Akata (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada Infundibulicybe geotropa,
Lactarius controversus, L. deliciosus ve Phellinus hartigii’nin bazi mikroorganizma
suslaria (C. albicans ATCC 26555, E. coli ETEC LM 63083, P. aeruginosa,
Salmonella enterica Serotype Typhimirium SL 1344 ve S. flexneri (klinik izole)) karsi
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Arastirma sonunda tiim mantar ekstraktlarinin

S. flexneri susuna kars1 degisen oranda etkili oldugu, L. controversus’un genel olarak



en diisiik etkiye sahip oldugu gozlenmistir. L. deliciosus ile I. geotropa o6ziitlerinin, L.
controversus’a gore daha yiiksek etkiye sahip oldugu belirtilmistir. P. hartigii 6ziiti
disindaki tiim ekstraktlarin P. aeruginosa susuna karst mikroorganizmalari inhibe

edici ozelligi oldugu ortaya konulmustur.

Sevindik vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada Leucoagaricus leucothites’in etanol
Oziitliniin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmigtir. Arastirma sonucunda elde edilen
veriler 1s18inda ekstraktin P. aeruginosa, E. coli, Enterococcus faecalis, Candida
tropicalis, C. albicans ve S. aureus suslarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri P.
aeruginosa > E. faecalis = S. aureus > E. coli > C. tropicalis = C. albicans seklinde

siralanmaistir.

1.2.2 Makromantarlarin Antioksidan Aktiviteleri

Literatiirde makromantarlarin en yaygin arastirtlan biyolojik aktivitelerinden biri de

antioksidan etkileridir.

Ascomycota {iiyesi olan Verpa conica tiiriiniin yapilan c¢aligmalar sonucunda
antioksidan ozelligi oldugu kesfedilmistir. Yine Ascomycota divizyosu iiyelerinden
olan Morchella cinsine ait tiirlerin de antimikrobiyal aktivitelerinin yani sira
antioksidan aktivitelerinin oldugu da bildirilmistir (Anguiano vd., 2007; Elmastas vd.,
2007; Kalyoncu vd., 2010a,b).

Taofiq vd. (2016) tarafindan ortaya konan calismada A. bisporus, L. edodes ve P.
ostreatus etanol oziitlerinin kimyasal bilesimi belirlenmis olup merhem olarak
kullanilabilme potansiyelinin 6grenilmesi agisindan antibakteriyel ve antioksidan
aktiviteleri analiz edilmistir. A. bisporus ve P. ostreatus tiirlerinin etanol 6ziitlerinin
DPPH yontemi ile yiiksek antioksidan potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. Tiim
mantar ekstrelerinin ¢alismada kullanilan suslardan gram-negatif bakteri suslarina
kars1 oldiiriicti etki gosterememis olsa da, metisiline direncgli ve metisiline duyarl: S.

aureus suslarina karsi yiiksek antibakteriyel etkili oldugu rapor edilmistir.

Sevindik vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada L. leucothites’in etanol ekstraktinin

antimikrobiyal aktivitesi, toplam fenolik bilesik miktar1 ve agir metal miktarinin yani



sira, antioksidan aktivite potansiyeli DPPH radikali kullanilarak incelenmis ve
antioksidan testlerde standart olarak kullanilan kaffeik asit, rosmarinik asit, askorbik

asit ile karsilastirildiginda daha yiiksek etki gosterdigi gortilmustiir.

Dimitrijevic vd. (2019) tarafindan gergeklestirilen arastirmada Cantharellus cinereus,
Clavariadelphus pistillaris, Clitocybe nebularis ve Hygrocybe punicea tiirlerinin
polariteleri farkli (etanol, su ve metanol) o6ziitleri elde edilerek, bu 6ziitlerin DPPH,
ABTS, TRP ve CUPRAC gibi farkli yontemlerle antioksidan kapasite tayini, toplam
fenolik bilesik miktar1 tayini ve antimikrobiyal aktivite potansiyeli analiz edilmistir.
Arastirmadan elde edilen verilere gore, s6z konusu mantar 6ziitlerinin kayda deger
nitelikte antimikrobiyal aktivitesi olmadigi goriilmektedir. Bunun yani sira DPPH
radikali siipiirme yonteminde antioksidan aktivitenin su > %80 metanol > %80 etanol
seklinde ¢oziicliye bagli olarak degisiklik gosterdigi belirtilmistir. Suyun ¢oziicii
oldugu ekstraklarda (DPPH yonteminde) C. cinereus > H. punicea > C. nebularis >C.
pistillaris seklinde siralanmistir. Bunu metanol ekstraktlarinda C. cinereus > C.
nebularis > H. punicea > C. pistillaris sirasi takip etmistir. Ardindan etanol 6ziitlerinde
siralama H. punicea > C. cinereus > C. nebularis > C. pistillaris seklinde olmustur.
ABTS yontemi ile yapilan testlerden elde edilen sonuglar DPPH radikali siipiirme
yontemi ile ayni egilimde olup daha yiiksek gézlenmistir. CUPRAC indirgeme metodu
uygulandiginda ise yine su oziitleri en yiiksek etkiyi gostermis olup, %80 metanol ve
%80 etanol oziitleri az miktarda etki gostermistir. Su dzitlerinin igerisinde en yiiksek

indirgeme giiciine sahip olan mantar tiiriiniin ise C. nebularis oldugu goriilmistiir.

Angelini vd. (2020) ortaya koyduklari ¢alismada yenilebilir bir mantar tiirii olan
Tricholosporum goniospermum’un fruktifikasyon organi ve misellerinden n-hekzan,
etil asetat ve metanol gibi farkli ¢oziiciiler kullanarak elde ettikleri ekstraktlarin toplam
fenolik bilesik tayininin yanmi sira; DPPH, CUPRAC, ABTS ve FRAP gibi farkl
yontemleri kullanarak antioksidan kapasitelerini arastirmis; ayrica, ekstraktlarin
antibakteriyel ve antifungal aktivite potansiyellerini arastirmislardir. Arastirma

sonucuna gore tiim dziitlerin antioksidan, antimikrobiyal etkinligi oldugu saptanmuistir.

Avci ve Alp Avcr (2019) L. deliciosus’un kloroform, etanol ve saf su ekstraktlarinin

antimikrobiyal ve antioksidan aktivite potansiyelini arastirdiklar1 ¢alismanin



raporunda bu ekstraktlarin orta diizeyde antioksidan potansiyeli bulundugunu ortaya

koymuslardir.

1.2.3 Makromantarlari Antibiyofilm Aktiviteleri

Karaca vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada M. angusticeps, G. lucidum, C.
squamosus, T. versicolor ve L. edodes’in antimikrobiyal etkinligi oldugu gdsterilmis
metanol ekstraktlarinin ayrica antibiyofilm ¢alismalarinda da kullanilabilecegi

kanitlanmustir.

Karaca vd. (2017), tibbi a¢idan 6neme Sahip olan L. edodes, L. deliciosus ve G.
lucidum tiirlerine ait metil alkol ve etil alkol o6ziitlerinin P. aeruginosa ve S.
typhimurium bakteri suslarina karsi bakteri biiylimesinin inhibisyonu ve biyofilm
inhibisyonu etkileri incelenmistir. Sadece metanol ekstraktlarinda antimikrobiyal
aktivite tespit edilirken, yapilan antibiyofilm aktivite ¢alismalarindan elde edilen

sonuglara gore en yiiksek etkinin G. lucidum’da oldugu belirlenmistir.

Bir baska kapsamli ¢calismada Russula delica, Fistulina hepatica, Mycena rosea,
Leucopaxilus giganteus, S. imbricatus ve Lepista nuda tiirlerine ait 6ziitlerin E. coli,
P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve Proteus mirabilis gibi patojenlerin
biyofilmleri tizerinde inhibe edici etki gosterdigi saptanmistir (Alves vd. 2014; Karaca
vd. 2017).

Papetti vd. (2018) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada L. edodes’ten elde edilen ekstraktin
diisiik molekiiler kiitle fraksiyonundaki bilesikler ve bu bilesiklerin Streptococcus
mutans, Actinomyces naeslundii ve Prevotella intermedia suslar1 tizerindeki anti-
viriilans aktiviteleri aragtirllmistir. HPLC-DAD-ESI-MS/MS ile tanimlanan oksalik
asit, siiksinik asit, kinik asit ve adenin, inozin ve iridin bilesiklerinin biyofilm
inhibisyon kapasitesi ve onceden olusturulmus biyofilmi ayristirma aktiviteleri,
degisen derisimlerde test edilmis ve piyasada bulunan standart olarak kullanilan
bilesiklerin etkileri ile olan benzerlik veya farklilik oranlari belirlenmistir. Hem
antibiyofilm aktivite, hem de onceden olusturulmus biyofilm ayristirma kapasitesi
incelendiginde; S. mutans susuna karsi en yiiksek etkinin, %20 oraninda 6nceden

olusturulmus biyofilm ayristirma kapasitesi ve %50 oraninda biyofilm inhibisyon



kabiliyeti ile 5mg/mL adenin bilesigi oldugu tespit edilmistir. A. naeslundii susuna
kars1 en yiiksek biyofilm inhibisyonu (%80) 1 mg/mL ve 2 mg/mL oksalik asit
konsantrasyonlarinda gézlenirken 6nceden olusturulmus biyofilm ayristirma aktivitesi
3 mg/mL Kinik asit konsantrasyonunda gozlenmistir. Bununla birlikte P. intermedia
susuna kars1 elde edilen etki diisiik bulunmustur. Ayrica ticari standartlarin bilesikler
ile degisen konsantrasyonlarinin arastirilmast sonucunda birbirlerini kimi zaman

pozitif, kKimi zaman da negatif yonde etkileyebilecegi sonucuna ulasilmistir.

1.2.4 Makromantarlarin Diger Biyolojik Aktiviteleri

Dogadan elde edilmis ekstraktlar, bakteri kaynakli hastaliklarin yani1 sira diger birgok
hastalik i¢in de bir takim etken bilesikler igerdiginden iyilestirici potansiyelleri
bulunur (Clardy ve Walsh, 2004; Karaca vd. 2017). Bazi makromantarlara ait
ekstraktlarin antiprotozoal, antiviral, antifungal ve antibakteriyel gibi etkilere sebep
olan degisik farmasotik bilesikler igerdikleri pek ¢ok arastirma ile ortaya konmustur.
Mantarlar bulunduklar1 habitatta yasamini siirdiirebilmek ve yasadigi ¢evrede bulunan
rekabet¢i tlirler ile miicadele edebilmek i¢in bu tir kimyasallara gereksinim
duymaktadir (Solak vd., 2006). Bu kimyasallar bazen kuvvetli, bazen zayif etki
gosterebilmektedir, ancak halihazirda makromantarlardan ekstrakte edilerek satisa
sunulan antibiyotik o6zellikli ticari bir ila¢g yoktur. Piyasada bulunan antibiyotik
ilaglarinin ¢ogu aktinomisetlerden veya mikromantarlardan ekstrakte edilerek
tiretilmistir (Cos vd. 2006; Karaca vd 2017). Genis bir biyolojik aktiviteye sahip olan
makrofunguslarin ilaglara alternatif olarak kullanilabilmeleri igin kimyasal
bilesiklerinin izolasyon ve tanimlanmasmin yapildigi yeni arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir (Ustiin, 2011).

Antrodia cinnamomea’nin, polisakkaritler, triterpenoidler, ubikinon tiirevleri, siiksinik
ve maleik tiirevler gibi biyolojik olarak aktif bilesenlere sahip olup; tiimor biiytimesini
engelleyici, anti-inflamatuar, antioksidan &zellikler barindirdig: bilinmektedir (Lu vd.
2020; Zhang vd., 2019).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12602#crf312602-bib-0184

Lignosus spp.’nin bagisikligi giiclendirmek i¢in takviye gida olarak ve iist solunum
yolu enfeksiyonlar1 ve astim gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Chang ve
Lee, 2001; 2004).

Ganoderma lucidum’un ise polisakkarit, triterpenoid (esas olarak Ganoderma asidi),
proteinler, steroidler, steroller, niikleotitler, yag asitleri, vitamin igerdigi ve bu
bilesenler ile immiin sistem diizenleyici, antikanser, antidiyabetik, antioksidan, anti-
fibrotik, anti-inflamatuar, antimikrobiyal 6zellikleri olduguna dair kanitlar daha

onceki yapilan galismalarca literatiire sunulmustur (Ahmad, 2018; Lu vd. 2020).

1.3 Cahsmada Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismada klinik izole 12 adet E. coli susu, 2 adet S. aureus susu, P. mirabilis, S.
pneumoniae, S. flexineri, A. baumannii, C. tropicalis, C. glabrata ve C. albicans
suslart kullanilmis ve bu suslarin biyofilm {iretme kapasitelerini ortaya koyan on
calismadan sonra bu suslardan 4 adet E. coli susu, 2 adet S. aureus susu ve C. albicans
calismalarda kullanilmak iizere seg¢ilmistir. Se¢ilen bu suslar ile ilgili bilgi asagida

verilmistir.

1.3.1 Escherichia coli

E. coli, Enterobacteriaceae familyasina bagli, Escherichia cinsine ait, fakiltatif
anaerobik, ¢ubuk sekilli, endospor olusturmayan, gram negatif, ismini kismen habitati
olan kalin bagirsaktan almis, biyofilm {iretme yetenegine sahip bakterilerdir. Suslarin
¢ogu zararsizdir, ancak bazilart ortama istila etmesine neden olan plazmitlerin aktarimi
ile patojenik hale gelebilir. Bu patojenik suslar idrar yolu, ishal, yenidogan, septisemi
(dolasim enfeksiyonu/kan zehirlenmesi) gibi enfeksiyonlarin baslica sebebidir. Evcil
hayvanlarda intestinal ve sistit, mastit ve pnémoni gibi intestinal disi1 hastaliklara
neden olur (Makvana ve Krilov, 2015; Scheutz ve Strockbine, 2015). E. coli
enfeksiyonlarimin tedavisindeki en biiyiik tehdit de, diger tiim enfeksiyonlarda oldugu
gibi, antimikrobiyal direngtir. E. coli klinik olarak kullanilan ilk B-laktam antibiyotik
olan penisilin G’ye kars1 direng gosterir. Bununla birlikte E. coli’de, farkli pek ¢ok
degisik etki mekanizmasina sahip antibiyotige kars1 da direng goriilmektedir (Allocati
vd., 2013).
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E. coli, laboratuvar ortaminda aerobik kosullarda 37°C’de (nutrient broth/agar) gibi
genel ya da (MacConkey veya eozin metilen-mavi agar) segici besiyerilerinde klinik

orneklerden kolaylikla izole edilebilir ve muhafaza edilebilir (Alows, 2003).
1.3.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcacae familyasina ait gram pozitif, hareketsiz, sporsuz ve fakiiltatif
anaerobik bir bakteridir. S. aureus’un tiremesinde sicaklik, su miktari, pH degeri,
ortamda bulunan NaCl ve glukoz miktar1 gibi ortam kosullar1 oldukga etkilidir.
Optimum biiyiime sicakligi 37 °C’dir. Ismini mikroskopta iiziim salkimi seklinde
goriinmesinden almistir. Kesfi 1880’lerde gerceklesmistir. Cogunlukla bogaz ve
burundaki mukus yapisinda, hayvan diskilarinda, sivilce ve ¢ibanlarda ve iltihaph
yaralarda bulunur. Insanlarda menenjitin, iltihapli yaralarin, eklem romatizmalarinin
septiseminin ve hastane enfeksiyonlarinin baslica nedenlerindendir. Giiniimiiziin en
onemli sorunlarindan biri olan antibiyotiklere kars1 direng konusunda S. aureus’un
oldukga genis bir rolii bulunmaktadir. Metisilin ve diger tiim p-laktam antibiyotiklere
kars1 direngli olanlar1 bulunmaktadir (Skinner ve Keefer, 1941; Deurenberg ve
Stobberingh, 2008). S. aureus biyofilm iireten bir bakteri susudur. Biyofilme gémiilii
bakterilerin standart antibiyotiklerle yok edilmesi zordur. S. aureus biyofilmi kalici
hastane cihazlar1 enfeksiyonu, katater enfeksiyonlari ile iliskilidir (Croes vd., 2009).

1.3.3 Candida albicans

Eseyli ve eseysiz ¢cogalma gosteren bu mantarlar insan gastrointestinal ve genitoiiriner
yollarda herhangi bir semptom gostermeden koloni olusturabilir. Asirt stres, yanlis
antibiyotik kullanimi, beslenme aliskanliklarindaki degisim vb. faktorler, var olan
saglikli dengenin bozulmasina neden olabilir ve bu durumda C. albicans’in ortamdaki
sayisinin hizla artmasimna imkan vermek suretiyle pamukguk, pisik ve vajinal
enfeksiyonlar gibi enfeksiyonlarin olusmasina neden olabilir (Fox vd., 2013; Gulati,
ve Nobile, 2016). Bunlarin yani sira hastane kaynakli enfeksiyonlarin da baslica
nedenlerindendir. Pek ¢ok dermal enfeksiyondan, kan dolasimi enfensiyonlarindan,
ozellikle AIDS hastalar1 gibi  bagisikligt  baskilanmis kisilerde  goriilen
enfeksiyonlardan ve viicudunda herhangi bir tibbi cihaz bulunan bireylerin

11



enfeksiyonundan baslica sorumlularindandir (Fox vd., 2013; Gulati ve Nobile, 2016;
Kojic ve Darouiche, 2004).

C. albicans aym1 zamanda biyofilm olusturmasi ile de tnlidir. Kalp pili, kalp
kapakgigi, protez, katater veya sonda gibi gec¢ici veya kalici olarak tibbi cihaz
implantasyonu yapilmis kisilerin bu cihazlarina tutunarak giiclii biyofilm olusturur.
Tedavi etme amacl kullanilan antibiyotiklerin ¢cogu planktonik C. albicans’lara karsi
etkili olsalar bile, C. albicans’larin biyofilmlerine kars1 etkili sayilmazlar (Kojic ve
Darouiche, 2004; Lohse vd., 2018; Ramage vd., 2006).

1.4  Cahsmada Kullanmilan Makromantarlar

Bu tezde Fomes fomentarius (L.) Fr., Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst ve Phellinus
hartigii (Allesch. & Schnabl) makromantarlarinin antimikrobiyal, antibiyofilm ve

antioksidan etkileri tizerinde ¢alisilmustir.

1.4.1 Fomes fomentarius (L.) Fr.

Fomes cinsi yiizyillardir bilinen ve iizerinde ¢alisilan mantarlardir. Ilag ve medikal
alanda, tekstilde, yanmay: kolaylastirict kav ve kereste iiretimi gibi sektorlerde
ekonomik degere sahiptir (Akgul vd., 2017; Elkhateeb vd., 2020; Sevindik 2018).

Halk arasinda kav mantar1 ya da fruktifikasyon organmin goriintiisiinden dolay1 at
toynagi olarak bilinen, aga¢ govdelerinde (6zellikle kaym agaglari (Fagus sp.)
tizerinde) saprofit olarak yasayan, yenilebilir 6zellik tasimayan F. fomentarius mantari
Polyporaceae ailesinin bir iiyesidir. Cogunlukla kahverengi goriiniimii olsa da cografi
yayiliminin degiskenligi sebebiyle beyaz, gri, siyah renklerde de olabilir. (Arpin vd.,
1974; Judova vd., 2012; Miiller vd., 2021; Schwarze 1992; 1994; Suvorov 1967; VVyas
vd. 2014). Son yillarda giderek popiiler hale gelen F fomentarius ekstraktlarindan elde
edilen degerli biyoaktif bilesiklerin varligit ve bunlarin enzimatik aktivite,
antimikrobiyal aktivite, antifungal, antienflamatuar, antitiimoral ve antikosidan
aktiviteler gibi onemli etkileri oldugu gorilmistiir. Tim bu nedenlerden dolay1 F.
fomentarius tiirtiniin tibbi olarak degerini artirmaktadir (Aoki vd. 1993; Dundar vd.
2016; Elkhateeb vd., 2020).
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F. fomentarius tiirtine ait bir 6rnek Sekil 1.1°de (Steward, 2014) verilmistir.

Sekil 1.1 Fomes fomentarius

1.4.2 Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst

F. pinicola agaglarda gévde ciirlimesine neden olan Asya ve Avrupa’nin iliman
bolgelerinde yasayan yelpaze seklinde fruktifikasyon organina sahip genellikle
kahverenginde goriiniime sahip sert, odunsu dokudadir. Canli agaglar tizerindeki
ciirime etkisi ile aga¢ govdelerinde olusan bosluklar tarla fareleri, birgok kus tiirii ve
sincaplar gibi canl tiirii icin habitat olusturarak yaban hayatma katki saglar. Olii
agaclarin govdeleri, dallar1 ve koklerindeki ¢iiriime etkisi ile temel besin dongiisii
gorevini yerine getirir (Bishop, 2020; FS-R10-FHP. 2014; Haight, vd., 2019).

Fomitopsis pinicola tiiriine ait bir 6rnek Sekil 1.2°de (Howes, 2012) verilmistir.
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Sekil 1.2 Fomitopsis pinicola

1.4.3 Phellinus hartigii (Allesch & Schnabl)

Genel olarak Kuzeybatt Amerika ve Avrupa’da dagilim gosteren bu mantar tiirt
Hymenochaetaceae ailesinin Phellinus cinsi tiyesi ve 41 polipordan biridir. Saprofitik
olarak aga¢ govdeleri lizerinde yasayan P. hartigii, ¢ok yilliktir, Sert bir yapiya sahip
olmakla birlikte odunsu kahverengindedir. Genellikle kozalakli agaglar {izerinde ve
yasli koknar agaclarinda sik¢a goriiliirler (Zapora vd., 2016). Bu tiirtin fruktifikasyon
organi sekil itibariyle farklilik gosterebilir. Govde tizerinde bir olusum s6z konusu ise
45° agya sahip licgen ana hatlar1 olan, 5-15 cm genislige sahip yapida goriiniirler. Ust
kisim siyaha yakin ve alt yilizey ise kahverengi renktedir. P. hartigii’nin dallarin alt
kisminda olusumu s6z konusu ise fruktifikasyon organlarinin resupinat oldugu gortiliir
(Karadelev vd., 2007).

Phellinus linteus, Phellinus gilvus, Phellinus pini ve P. hartigii gibi ¢ok sayida farkli
Phellinus cinsi mantar bulunmaktadir. Phellinus cinsi 6zellikle Dogu Asya’da
mantarlarin saglik tizerinde iyilestirici etkileri oldugu bilindiginden geleneksel tipta
kullanilmaktadir. Son yillarda da makromantarlara olan ilginin artmasi ile ortaya
konan c¢alismalarda Phellinus cinsi mantarlarin antimikrobiyal, anti-viral, anti-tiimoral
ve antioksidan o6zellik tasiyan bilesiklere sahip oldugu bilinmektedir (Azeem vd.,
2018; Kodiyalmath ve Krishnappa 2017; Kovacs vd. 2017).

P. hartigii makromantarina ait bir 6rnek Sekil 1.3’te (Schwab, 2013) verilmistir.
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Sekil 1.3 Phellinus hartigii

1.5 Calismanin Amaci

Bu ¢alismada F. fomentarius, F. pinicola ve P. hartigii makromantar tiirlerinden elde
edilen etanol ve kloroform ekstraktlarmin bazi klinik izole C. albicans, E. coli, S.
aureus suslarma karsi antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan aktivitesinin

arastirilmast amaglanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Elmajdoub (2021), tarafindan yapilan tez ¢alismasinda P. hartigii, F. fomentarius ve
F. pinicola tiirleri ile etanol, kloroform, etil asetat ve aseton ¢oziiciileri kullanilarak 12
farkli ekstrakt elde edilmistir. Bu ekstraktlarin L. monocytogenes susu iizerindeki
antibakteriyel ve antibiyofilm etkisi arastirilmistir. Antibakteriyel etkinin arastirilmasi
icin MIK ve MBK testlerinden yararlanilmistir. Calismalar sonucunda her bir
ekstraktin farkli MIK degerine sahip oldugu ve sonrasinda yapilan MBK testine gore
de 12 ekstrakttan sadece iki tanesinin MIK konsantrasyonunun bakteriyosidal oldugu
digerlerinin ise bakteriyostatik oldugu gorilmiistiir. Bunlara ilaveten P. hartigii’nin
kloroform ve etanol ekstraktlarinin farkli dozlarda degisen diizeylerde biyofilmi
tetikledigi gozlenirken, F. pinicola’nin kloroform ekstraktinin farkli dozlarda biyofilm

inhibitort olarak davranis sergiledigi gézlenmistir.

frez wvd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada F. fomentarius (L.) Fr.
(Polypodiaceae)’nin metanol, etanol, aseton ve kloroform ekstraktlarinin disk
difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile antimikrobiyal, DPPH radikali siiptirme
yontemi ile antioksidan ve kristal viyole boyama yontemi ile antibiyofilm aktiviteleri
E. coli, A. baumannii, S. aureus, C. albicans, B. subtilis, P. vulgaris, P. aeruginosa, S.
haemolyticus’a karsi test edilmistir. F. fomentarius-EtOH ekstraktinin E.coli 'ye kars1
olan antimikrobiyal aktivitesi 2,5 ug/mL, S. aureus’a karsi olan antimikrobiyal
aktivitesi 2,5 pg/mL ve C. albicans’a karsi olan antimikrobiyal aktivitesi 5 pg/mL
MIK degeri olarak hesaplanmustir. F. fomentarius-kloroform ekstraktnin E.coli’ye
kars1 olan antimikrobiyal aktivitesi 20 ug/mL, S. aureus’a kars1 olan antimikrobiyal
aktivitesi 20 pg/mL ve C. albicans’a kars1 olan antimikrobiyal aktivitesi 20 pg/mL
MIK degeri olarak hesaplanmistir. MBK degerleri ise hem F. fomentarius-kloroform
hem de F. fomentarius-EtOH ekstraktlarinda tiim suslar i¢in 40 pg/mL olarak
gozlenmistir. Aragtirmada antioksidan deneylerinde tiim ekstraktlar, pozitif kontrol
standard1 olarak kullanilan BHT (biitillenmis hidroksitoluen) ile karsilastirildiginda
daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur. 1 mg/mL F. fomentarius-
Kloroform ekstraktinin siipiirdiigiic. DPPH radikali %80,93 iken, 1 mg/mL F.
fomentarius-EtOH ekstraktinin siipiirdiigii DPPH radikali %89,95 olarak bulunmustur.
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Yapilan ¢alismada, F. fomentarius’a ait etanol, metanol ve aseton ekstreleri penisilin
antibiyotigi ile kiyaslanmigs ve P. aeruginosa ATCC 27853’e karst kontrol
antibiyotiginden daha yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gosterilmistir. En
diisik MIK degeri, S. haemolyticus ATCC 43252’ye (0,625 pg/mL) kars1 etanol
ekstraktinda kaydedilmistir. En yiiksek antibiyofilm aktivitesinin, S. haemolyticus
ATCC 43252’de oldugu goriilmiistiir. Arastirma sonucunda F. fomentarius’un
antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan aktiviteleri agisindan potansiyel dogal

biyoaktif bilesikler igerdigi raporlanmistir.

Yang vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada Polyporaceae iiyesi olan Poria cocos
(Schw.) Wolf makromantari etil asetat ile ekstre edilmis ve E. coli U 07 susuna kars1
antibiyofilm aktivitesi arastirllmigtir. Arastirmaya gore makromantar ekstrakti

konsantrasyona bagli olarak E. coli biyofilm olusumunu inhibe etmistir.

Azeem vd. (2018), tarafindan yapilan ¢aligmada bazi Phellinus cinsi makrofunguslara
ait biyoaktif molekiiller ve biyoaktivite 6zellikleri derlenmistir. Buna gore bu cinse ait
makrofungus tiirlerinden etanol, methanol ve etil asetat gibi ¢oziciiler ile elde edilen
ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi arastirildiginda A. baumannii, E. faecalis, A.
viscosus ve S. mutans gibi suslara kars1 yiiksek etkili oldugu goriilmistiir. Phellinus
cinsi makrofunguslarin farmakolojik olarak aktif bilesiklere sahip oldugu ve ilag ham

maddesi olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Krupodorova vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Basidiomycota ve
Ascomycota’ya ait sivi kiiltirlerinde yetistirilen, aralarinda F. fomentarius ve F.
pinicola tiirlerinin yani sira, Phellinus cinsine ait tiirlerin de oldugu otuz farkli mantar
tirtinlin B. subtilis, S. aureus ve E. coli suslarina karsi antibakteriyel aktivitesi
aragtirtlmistir. Arastirmanin sonucuna gore incelenen tiirlerin kiiltir ortamlarinin
antibakteriyel potansiyelinin misel aktivitelerinden daha yiiksek oldugu ve

antibakteriyel aktivitenin kiiltiir ortamina bagimliligi gosterilmistir.

Diindar vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada aralarinda F. fomentarius’un da
bulundugu yedi makrofungusun metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal, antioksidan,

antikolinesteraz ve sitotoksik kapasiteleri arastirilmistir. Uygulanan antioksidan
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testlerinden elde edilen sonuglara gore F. fomentarius en yiiksek aktivite gosteren

makrofungus oldugu goriilmiistiir.

Khadhri vd. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada Tunus’ta yetisen, aralarinda F.
pinicola ve F. fomentarius’un da bulundugu 5 makromantarin etanol ekstraktlarinin
farmakolojik ozellikleri arastirilmistir. Aragtirmaya gore tiim mantarlarin 8 farkl
bakteri susuna kars1 antibakteriyel etkisi oldugu ve F. fomentarius’un DPPH radikali
stipirme testine gore en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gorilmiustiir.
Bununla birlikte demir indirgeme giicii deneyinde F. pinicola’nin etanol ekstraktinin

en yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi rapor edilmistir.

Yowaphui ve Kanjanaruch (2019), tarafindan yapilan ¢alismada Phellinus cinsine ait
(P. igniarius, P. nigricans, P. robustus ve P. setulosus) orneklerin fruktifikasyon
organlar1 ve misellerinden elde edilen ekstraktlarin Proteus mirabilis, S. aureus ve
Staphylococcus epidermidis suslarina karsi1 antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi
DPPH, FRAP ve ABTS deneyleri uygulanarak arastirilmistir. P. igniarius’tan elde
edilen miselyum ve fruktifikasyon organi ekstraktinin DPPH yontemi (ICso degeri
sirastyla 62,45 + 0,96 ve 64,27 + 0,18 pg/mL’ye esittir) ve ABTS (ICso degeri sirasiyla
27,24 £ 0,76 ve 28,06 + 0,17 pg/mL’ye esittir) uygulandiginda en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu sonucuna ulasilmistir. Metal indirgeme etkisi FRAP
yonteminin sonucu, P. igniarius’un (119 + 1,63 umol FeSO4/g dw) miselyum ekstrakti

oldugu goriilmiistiir.

Nur (2014) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda, Tricholoma terreum ve Coprinus
micaceus tiirlerine ait etanol ekstraktlarinin antioksidan, antimikrobiyal, DNA
koruyucu aktiviteleri ve mineral madde igerigi belirlenmistir. Antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Rel Assay Diagnostics Kitleri (TAS, TOS) ve DPPH
yonteminden yararlanilmigtir. Antimikrobiyal aktivite testlerinde 5 farkli bakteri
tiiriine kars1 MIK testi uygulanmustir. Test edilen makrofungus ekstraktlarinin DNA’y1
koruma etkinliklerinin tespiti i¢cin pBR322 plazmid DNA’s1 (vivantis) kullanilmistir.
Plazmid DNA, ekstraktlar ile birlikte hidrojen peroksit (H202) kullanilarak yapisal
olarak degisiklige ugratildiktan sonra % 1,25’lik agaroz jel {izerinde goriintiileme

gerceklestirilmistir.  Arastirmanin  sonucunda kullanilan  makrofungus etanol
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ekstraktlariin, uygulanan antioksidan testlerinde biiyiik olgiide serbest radikal
temizleme aktivitesi gostermedigi, ancak az da olsa etkili oldugu goriilmiistiir.
Antimikrobiyal testlerin sonucunda C. micaceus ekstraktt T. terreum ekstrakti ile
kiyaslandiginda ¢alisilan mikroorganizmalara karst ¢ok daha yiiksek etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Yapilan DNA koruyucu aktivite testlerinde DNA koruyucu

etkisinin bulunmadig: tespit edilmistir.

Orhan (2017) tarafindan yapilan ¢alismada degisik bolgelerde yetismis F. fomentarius
da dahil dokuz farkli makrofungus tiiriiniin DPPH radikali stipiirme, toplam fenolik
igerik belirleme ve metal iyonu selatlama yontemlerinden yararlanilarak antioksidan
aktivite kapasitesi ve makrofunguslarin S. epidermidis ATCC 12228, P aeruginosa
ATCC 27853, S. aureus ATCC 2392, S. aureus ATCC 25923, E. coli O157:H7, E.
coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229 ve L. monocytogenes ATCC 7644 suslarina
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri arastirllmistir. Uygulanan antioksidan testlerinden
elde edilen sonuglara gore en yiiksek DPPH serbest radikal yakalama aktivitesini F.
fomentarius (%57-95 yakalama araligi, ICso: < 0,01 mg/mL), en diisiik Armillaria
mellea (%25-39 yakalama araligi, 1Cso: 0,65 mg/mL) mantar1 gostermistir. En yiiksek
metal selatlama aktivitesini A. mellea (%52-80 aralig1, ICso: 0,0012 mg/mL), en diisiik
T. versicolor (%10-35 araligi, 1Cso: 0,606 mg/mL) mantar1 gostermistir. Toplam fenol
miktar1 en yiiksek tiir F. fomentarius (46,8 mg/g) iken, en diisiik tiir A. mellea (5,09
mg/g) olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada F. fomentarius ve T. versicolor mantarlari
onemli derecede antioksidan ve antibakteriyel etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. F.
fomentarius ekstraktlar1 ¢alismada kullanilan tiim suslara kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigi kaydedilmistir. S. aureus ATCC 2392 30+2,8 mm, S. aereus ATCC 25923
27+2.2 mm, E. coli 0157:m7 27+2,2 mm, E. coli 35218 19+1,9 mm ve E. coli 11229
21£2 mm, ¢aplarinda zon olusumu gozlemlenmistir. F. fomentarius makromantarinin
DPPH siipiirme Kkabiliyeti analiz edildiginde 1Cso degerinin 0,01< mg/mL oldugu

gorilmiistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyaller

Bu tezin deney asamalarinda kullanilan materyaller, kimyasallar ve cihazlar asagida

belirtilmistir:

3.1.1 Erlen

Etkisi arastiritlan makromantarlar 6giitiilmiis halde 500 mL’lik cam erlenlere konulup

calkalayiciya birakilmistir.

3.1.2 Deney Tiipleri

16 x 100 mm boyutlarinda olan kisa borosilikat cam deney tiipleri inokulum

hazirlamak amaciyla kullanilmistir.

3.1.3 Buharlastirma Balonlar1

Buharlastirma balonlari, endiistride, doner buharlastiricilar ve kisa yollu damitma
diizenekleri gibi uygulamalarda, kaynatma, damitma, ¢ozelti hazirlama gibi pek ¢ok
islemde kullanilmaktadir. Vakum uygulamalari igin saglam bir yiizeye ve doniis
sirasinda sizintty1 6nleyecek dengeli bir yapiya sahip oldugundan, bu tez ¢aligmasinda,
ekstraksiyon ¢oziiciilerinin ekstraktlardan uzaklastirilmasi isleminde buharlastirma
balonlar1 (S&H Labware, ABD) kullanilmistir.

3.1.4 Petri Kab1

Calismada 1s1ya dayanikli (=80 °C) 94 x 16 mm boyutunda steril kapakli plastik petri
kaplar1 kullanilmistir. Petri kaplart mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla kat1 veya
yari-kat1 yiizeylerde gelisen bakteri, maya ve kiif gibi mikroorganizmalarin kiiltiire
edilmesinde kullanilir. Calismada kullanilan steril plastik petri kaplari, Firatmed

(Ankara) firmasindan temin edilmistir.
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3.1.5 Cam Siseler

Besiyerlerin hazirlanmasinda, serum fizyolojik ve distile suyun sterilizasyonunda 200
mL, 250 mL, 500 mL ve 700 mL seklinde degisen boyutlarda otoklavlanabilen kapakli

borosilikat cam siseler (Labware, ABD) kullanilmistir.

3.1.6 Beher

Isiya dayanikli, boyutlar1 50 mL ve 100 mL olarak degiskenlik gosteren ve genel
olarak kati-sivi, sivi-sivi ¢Ozelti hazirlama ve karistirma islemlerinde kullanilan
beherler (Labware, ABD) bu tez ¢alismasinda sterilize edilerek, ekstrakt hazirlama

asamasinda siv1 aktarimi amaciyla kullanilmistir.

3.1.7 Steril Oze

Yapilan tez ¢alismasinda Microloop (Birlesik Krallik) marka steril tek kullanimlik ve
¢ok kullamimlik metal uglu 6zeler mikroorganizmalarin ekiminde ve transferinde

kullanilmastir.

3.1.8 Ekiivyon ¢ubugu

Mikroorganizmalarin ekiminde ve transferinde steril swap (ekiivyon ¢ubuklar) (LB

Italiana) kullanilmigtir.

3.1.9 Pens

Pensler bircok deneyde farkli asamalarda siklikla herhangi bir kati tiriintin bir yerden

bagka bir yere aktarilmasinda kullanilan standart bir laboratuvar gerecidir.

Bu arastirmada, uygun sartlarda sterilze edilmis olan pensler biyofilm deneylerinde

metal kuponlarin aktariminda kullanilmastir.
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3.1.10 Filtre Kagida

Calismada 125 milimetre ¢apinda filtre kagidi (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilmistir.
Filtre kagidi, ekstraktlarda bulunan ve ¢oziicii tarafindan ¢oziinmemis partikiillerin
ayrilmasinda kullanilan yar1 gegirgen bir bariyerdir. Bu ¢alismada da ayni amagla

kullanilmistir.

3.1.11 Siringa Ucu Filtre

Biyofilm calismasinda pozitif kontrol olan Halamid® kimyasalmin sterilizasyonu

siringa ucu filtre kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.1.12 Steril Siringa

Biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamid® kimyasalinin
sterilizasyonu i¢in  kullanilan filtrenin  ucuna takilip filtrasyon islemi

gerceklestirilmistir.

3.1.13 Pipet ucu

Sivilarin pipetle aktarilmasi igin tek kullanimlik ve otoklavlanabilen, polipropilenden
yapilmis Ve igerigi kolaylikla goriilebilen, pipet uglart kullanilmistir. Her bir pipet
ucunun kullanilabilecegi hacim degistiginden farkli hacimlerde (0,5 - 10 uL, 2 - 20
uL, 20 - 200 uL ve 200 - 1000 uL) pipet uglart mevcuttur. Bu ¢alismada, sar1 (10-100
uL arasinda hacme ayarlanabilen pipet i¢in uygun) ve mavi (100-1000 pL arasinda

hacme ayarlanabilen pipet i¢in uygun) olmak iizere iKi tip pipet ucu kullanilmstir.

3.1.14 Falkon Test Tiipleri

Farkli boyutlarda, igerigi net gosteren (seffaf) dereceli plastik steril falkon test
tiiplerinin tizerinde okunmasi kolay siyah baskili dereceler, biiyiik beyaz yazi bolimi
ve kolay agilir/kapanir kapaklar vardir. Laboratuvarda gerceklestirilen santrifiijleme,

vorteksleme gibi islemlerde iginde bulunan 6rnekleri koruyabilme 6zellikleri bulunur.

22



Bu tez caligmasinda, ekstraktlarin saklanmasinda plastik falkon tiipleri (Corning,
ABD) kullanilmustir.

3.1.15 Metal Kuponlar

Deneylerde iiretilen biyofilm tabakalarinin incelenebilmesi i¢in metal kuponlar temin

edilmis ve sterilize edildikten sonra biyofilm deneylerinde kullanilmistir.
3.1.16 96 Kuyucuklu Mikroplakalar

96 kuyucuklu plakalar, deneylerde ¢ok kiigiik hacimde yapilan ¢alismalarda kullanilan
dikdortgen seklinde, kuyucuklarimin dip kisminin deneyin amacina gore degiskenlik
gosterdigi plastik (polistiren) plakalardir. Mikroplakalar, analitik arastirma ve klinik
tan1 testi laboratuvarlarinda kullanilan standart bir laboratuvar gerecidir. Bu tez
calismasinda, biyofilm testlerinde taban1 diiz (TPP, Isvigre) ve minimum inhibisyon
konsantrasyonu testinde U-tabanli (Citotest, Cin) olmak tizere iki tip 96 kuyucuklu

plaka kullanilmigtir.
3.1.17 24 Kuyucuklu Mikroplakalar

Genellikle hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan 24 kuyucuklu mikroplakalar yeni
kimyasallarin uzun sure depolanabilmesinde de kullanilabilir. Bu arastirmada 24
kuyucuklu mikroplakalar (Cellstar, Almanya) metal kuponlara biyofilmin tutunup

SEM ve AFM kullanilarak goriintiilenebilmesi i¢in kullanilmistir.
3.1.18 Miiller Hinton Broth (MHB)

Bu besiyeri in vitro arastirmalarda agar difiizyon testi veya MIK testinde
mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliligini 6lgmede kullanilir. 7,2 - 7,6 pH
araliginda kullanilir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan MHB (Merck, Almanya) besiyeri
et infiizyonu 2,0 g/L; kazein hidrolizat1 17,5 g/L ve nisasta 1,5 g/L bilesimine sahiptir.
Bu tez arastirmasinda MHB (Merck, Almanya) MIK testinde kullanilmustir.
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3.1.19 Nutrient Broth (NB)

In vitro ¢aligmalarda uygulanan standart mikrobiyolojik analizlerde genel siv1 besiyeri
olarak kullanilir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan NB (Merck, Almanya) besiyeri,
pepton 5,0 g/L ve et ekstrakti 3,0 g/L kompozisyonuna sahiptir. NB, bu tez

calismasinda S. aureus ve E. coli suslarinin kiiltiire edilmesinde kullanilmastir.

3.1.20 Brain-Heart Infusion Broth (BHI-B)

Bu tez caligmasinda kullanilan BHI-B (Merck, Almanya) sigir kalbi (250 g’dan
inflizyon) 5 g/L; dana beyni (200 g’dan infiizyon) 12,5 g/L; disodiyum hidrojen fosfat
2,5g/L; D (+)-glukoz 2 g/L; pepton 10 g/L ve sodyum kloriir 5 g/L bilesimine sahiptir.
Genis bir yelpazede bakteri ve mantarlarin gelisimine uygun bir besiyeridir. Bu

arastirmada Kongo Kirmizis1 Agar besiyerinin hazirlanmasinda kullanilmastir.

3.1.21 Tryptic Soy Broth (TSB)

TSB (Merck, Almanya), in vitro ¢alismalarda kullanilan standart bir besiyeridir.
Inhibitér ya da indikator icermez. Bilesimi kazeinden pepton 17,0 g/L; soyadan pepton
3,0 g/L; D(+)glukoz 2,5 g/L; NaCl 5,0 g/L ve K:HPO4 2,5 g/L seklindedir. Bu

arastirmada biyofilm deneylerinde ¢ift kuvvet olarak kullanilmistir.

3.1.22 Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

SDA (Merck, Almanya), in vitro calismalarda yapilan standart mikrobiyolojik
analizlerde maya ve kiiflerin, dermatofitlerin kiiltivasyonu i¢in Sabouraud tarafindan
gelistirilen genel amagli bir besiyeridir. Yaklasik olarak 5,6 pH’a sahiptir. Pepton 10,0
g/L; D(+) glukoz 40,0 g/L ve agar-agar 15,0g/L bilesimine sahiptir. Bu ¢alismada C.

albicans’in kiiltiirtinde kullanilmistir.

3.1.23 Agar Agar

Agar agar (Merck, Almanya) termo-geri doniisiimlii, polisakkarit jellestirici bir
ajandir. Yapisal olarak yaklasik %70 agaroz ve %30 agaropektin olmak iizere iki ana
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fraksiyondan olusur. Agarin jellesme ozellikleri agarozdan gelir. Bu ¢alismada sivi

besiyerlerinin igerigine eklenerek kati besiyeri elde etmek i¢in kullanilmistir.

3.1.24 Kongo Kirmuzis1 Agar (CRA)

Bu besiyerini hazirlamak i¢in BHI-B, siikroz, agar agar ve kongo kirmizisi (CR)
gereklidir. Bu g¢alismada biyofilm olusturan mikroorganizmalarin tespit edilebilmesi

icin kullanilmistir.

3.1.25 Serum Fizyolojik

Serum fizyolojik, ozmotik basinci mikroorganizmalarin ozmotik basincina esdeger
olan %0,9’luk tuzlu sudur. Bu arastirmada inokulum hazirlamada steril serum

fizyolojik (Polifarma, Tiirkiye) kullanilmistir.

3.1.26 Sakkaroz

Diger ismiyle siikroz insan beslenmesinde 6nemli bir yer tutar. Sistematik adi S-D-
fruktofuranozil-(2—1)-a-D-glukopiranosit’tir. Bu arastirmada siikroz (Merck,

Almanya) Kongo kirmizi agar besiyerinin hazirlanmasinda kullanilmigtir

3.1.27 Congo Red/Kongo Kirmizisi (CR)

Bir azo boyasi olan kongo kirmizisi (CR) (Chembio, Tiirkiye) suda ¢oziiniir bir
yapidadir. Suda ¢6ziindiigiinde kirmizi renkte goriiniir. Histoloji laboratuvarlarinda
hiicre duvar1 ve gram (-) bakterilerin dis zarinin boyanmasinda kullanilir. Bununla
birlikte CR igeren 6zel bir kat1 besiyeri hazirlanarak biyofilm indikatorii seklinde
mikrobiyoloji  alaninda  kullanilir. Bu aragtirmada CR  biyofilm iireten

mikroorganizmalarin tespiti i¢in hazirlanan besiyerinde kullanilmigtir.

3.1.28 Crystal Violet/Kristal Viyole (CV)

Antibakteriyel, antifungal ve antiseptik o6zelliklere sahip olan bu mor menekse

rengindeki boyar madde, histolojik c¢alismalarda kesitlerin incelenmesinde ve
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mikrobiyolojide bakterilerin gram boyama yontemi ile smiflandiriimasinda
kullanilmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda biyofilm olusumunun belirlenmesinde kristal

viyole boyasi (Chembio, Tiirkiye) kullanilmistir.

3.1.29 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

DPPH, iyi bilinen ve yaygin olarak antioksidan calismalarinda kullanilan DPPH
radikali siipiirme yonteminin ana unsuru olarak kullanilan kararli bir azot bilesigidir.
515-520 nm’de iyi absorbans verir ve mormenekse renginde goriiliir. DPPH (Sigma-

Aldrich, ABD), bu arastirmada antioksidan testlerinde kullanilmustr.

3.1.30 C vitamini

C vitamini, diger adi ile askorbik asit, antioksidan 6zellik tasiyan birgok dogal iirtinde
bulunur. Suda ¢oziinebilir yapida olup, insan viicudunda kolajen sentezi ve demir
absorbsiyonu gibi gorevlerle iligkilidir. Bu aragtirmada DPPH radikal siipiiriicii

antioksidan aktivite belirlenmesinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.1.31 Halamid®

Halamid®, beyaz renkte ve toz halindedir. Giiglii bir oksitleyicidir. Halamid®
(Kloramin-T), iyodojen veya laktoperoksidaz ile birlikte radyoiyodin izotoplari ile
peptitleri ve proteinleri etiketlemek i¢in yaygin olarak kullanilir Ayrica bakterisidal,
viriisidal, spor &ldiiriici ve mantar oldiiriicii 6zelligi oldugu bilinir. Halamid®
(Axcentive, Fransa) bu calismada biyofilm deneylerinde pozitif kontrol olarak

kullanilmastir.

3.1.32 Dimetil Siilfoksit (DMSO)

DMSO hem polar, hem de apolar bilesikleri ¢6zebilme yetenegine sahip kuvvetli bir
¢oziiciidiir. Bu ozelligi sayesinde ¢esitli organik ¢oziiciiler, su, iyonik ve non-iyonik
bilesikler ve bazi tuzlar ile birlikte kullanilabilir. DMSO (Merck, Almanya) bu tez
calismasinda, makrofungus ekstraktlarinin Stok c¢ozeltilerini hazirlamak amaciyla

kullanilmustir.
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3.1.33 Ispirto

Kuyumculuk sektoriinde, mobilya, kalip ve matbaa sanaylerinde, kaynak yapiminda
kullanim1 olan ispirtonun tutusturuculuk ve dezenfektan ozelliginden faydalanilir.
Biyoloji labortuvarlarinda da ispirto ocag igin yakit olarak ve laboratuvar
ekipmanlarmin sterilizasyonunda kullanilmaktadur. Ispirto, bu arastimada ispirto ocag

yakit1 olarak kullanilmistir.

3.1.34 Etil Alkol/Etanol (EtOH)

Molekiil formiilii C2HsOH (CHs—CH2—OH) olarak bilinen etil alkol, kokusuz, ugucu
ve yanici Ozelliktedir. Kimyasal bir ¢oziictidir ve antiseptik 6zelligi bulunmasindan
dolay1 dezenfektan olarak kullanilir. Bu tez calismasinda, deneyler sirasinda yiizey
dezenfektani olarak teknik etanol (Markasiz, Tiirkiye) ve makrofungus ekstraktlarinda
ve biyofilm ¢alismasinda ise absolute etanol (Merck, Almanya) olmak tizere ti¢ amagla

iki farkli kaynaktan temin edilen etil alkol kullanilmistir.
3.1.35 Aseton

Aseton, giinliikk yasamda, kozmetik ve temizlik sektorlerinde yaygin olarak kullanilan
bir ¢ozicidir. Bilimsel ¢alismalarda ekstraksiyon uygulamalarinda veya
laboratuvarda bulunan bazi ekipmanlarin sterilizasyonunda da kullanilabilir. Bu tez

calismasinda, biyofilm deneylerinde aseton (Merck, Almanya) kullanilmistir.
3.1.36 Kloroform (Triklorometan)

Hizli etki etmesi, diisik maliyetli olmas1 ve kullanim kolaylig1 agisindan belki de en
yaygin olarak (6zellikle dis hekimliginde) kullanilan ¢dziiciilerden biri olmasinin yani

sira kansorejen potansiyelindedir.

Kloroform (Riedel-de Haén, Almanya) bu calismada ekstraksiyon isleminde

kullanilmastir.

27



Bu calismada kullanilan c¢oziiciiler polarite ve kaynama noktalar1 goz Oniinde

bulundurularak segilmistir.

3.2 Calismada Kullanilan Cihazlar

3.2.1 Tartim Cihaz1

Deneylerde kullanilan ve tartimi yapilmasi gereken besiyeri, kimyasal, evapore
edilmis ekstrakt vb iiriinlerin tamami Precisa (Isvigre) firmasia ait hassas terazi ile

tartilmistir.

3.2.2 Distile Su Cihaz1

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

laboratuvar tipi su distilasyon cihazi kullanilarak tiretilmistir.

3.2.3 Mikropipetler

Bu arastirmada, ¢Oziiciileri, ekstraktlar1 ve kiiltiir ortamim aktarmak i¢in Microlit
(Hindistan) firmasi tarafindan tretilen pipetler (10-100 puL/100-1000 uL) ve (10-100
uL) multi channel mikropipet kullanilmistir.

3.2.4 Calkalayici

Makromantarlardan ekstrakt elde etmek i¢in ¢oziicli eklenmis makromantar érnekleri
calkalayiciya ¢alkalama islemi i¢in birakilmistir. Bu islem igin Daihan, WiseShake

(Kore) marka galkalayici kullanilmustir.

3.2.5 Doner Buharlastirici

Doner buharlastirict (rotary evaporator) genel olarak ekstrakt iginden uzaklastirilmak
istenen ¢oziictinin hizli verimli ve giivenli bir sekilde buharlastirma yaparak
uzaklastirilmasini saglar. Makrofungus ekstraktlarinin ¢oziiciilerinin buharlastirilmasi

asamasinda doner buharlastiric1 (Heidolph, Almanya) kullanilmistir.
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3.2.6 Otoklav

Otoklav yiiksek sicaklik ve basingta zararli mantar, maya, virlis ve bakterileri
oldiirmek i¢in kullanilan sterilizasyon cihazidir. Bu tez arastirmasinda kullanilan
besiyerleri ve tim pipet ucu ya da cam malzemelerin sterilizasyonunda otoklav

(Daihan, Wiseclave, Kore) kullanilmustir.
3.2.7 Inkiibator

Inkiibatorler mikroorganizma inkiibasyonunda, hiicre kiiltiirlerinin iiretiminde ve
korunmasinda kullanilir. Sicaklik, nem, CO, ve O2 miktar1 gibi mikroorganizma ve
hiicre kiiltiirleri i¢in gerekli optimum kosullarin saglabildigi bir cihazdir. Bu tez
calismasinda mikroorganizmalarin inkiibe edilmesi icin Selecta (Ispanya) firmasi

tarafindan tiiretilen inkiibator kullanilmistir.
3.2.8 McFarland Densitometresi

McFarland densitometresi, turbidimetrik yontem kullanarak mikroorganizma
inokulumlarin1 standardize etmek i¢in kullanilan bir cihazdir. Bununla birlikte
antimikrobiyal duyarlilik testlerinde de ayni amagl kullanilir. Cihaz 565 + 15 nm
dalga boyunda 6l¢tim yapar. Mikroorganizmalarla yapilan ¢alismalarda ihtiyaca gore
farkli seviyelerde McFarland standardi kullanilabilir. Bu g¢alismada, inokulum
turbiditesinin 0,5 McFarland standardina ayarlanmasinda McFarland densitometresi

(Biosan, Letonya) kullanilmistir.

3.2.9 Ispirto Ocag

Ispirto ocagi, yakit olarak ispirto kullanilan, fitilli, camdan yapilmis, laboratuvarlarda
deney esnasinda 6ze, deney tiipleri ve siseler gibi materyallerin aseptik teknige uygun
olarak kullanilmasini saglayan standart bir mikrobiyoloji laboratuvar ekipmanidir. Bu

aragtirmada da ayni1 amagl kullanilmustir.
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3.2.10 Biyogiivenlik Kabini

Gida, kimya, ziraat, veterinerlik, ilag caligmalari, patoloji ve mikrobiyoloji gibi
biyogiivenlik gereksinimi olan laboratuvarlarda, calisanlarin maruz kalabilecegi
tehlikelere karsi calisan kisilerin sagligii ve yapilan ¢alismalarin disaridan
gelebilecek istenmeyen toz, mikroorganizma gibi kontaminasyona neden olabilecek
etkilerden korunmasini saglayan bir giivenlik sistemidir. Bu arastirmada yapilan
antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan testlerinin tamami biyogiivenlik kabini

(Heal Force, Cin) kullanilarak yapilmustir.

3.2.11 Mikroplaka Okuyucu

Mikroplakalarda bulunan numunelerdeki biyolojik, kimyasal veya fiziksel olaylari
tespit etmek ve 6l¢gmek i¢in kullanilan bir cihazdir. Mikroplaka okuyuculari farmasotik
ve biyoteknoloji alanlarinda ve akademik calismalarda, ilag¢ kesfi, biyolojik tahlil
validasyonu, kalite kontrol ve iiretim sitireglerinde, ELISA, enzim kinetigi, niikleik asit
ve protein Kkantifikasyonu, hiicre ¢ogaltma, sitotoksisite, spektral tarama, reaktif
oksijen tiirleri, gida giivenligi ve kalitesi, bakteriyel tanimlama, toplam protein tayini,
niikleik asit saflik analizi gibi uygulamalarin analizlerinde kullanilir. Bu tez
arastirmasinda Kristal viyole biyofilm deneyinde mikroplaka okuyucu (EPOCH 2 BIO-
TEK) kullanilmustir.

3.2.12 GC/MS (Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi)

Ilag, kalite kontrol, ugucu yaglarin bilesiminin ve miktarinin saptanmasi, organize
¢ozilici atig1 saptanmasi gibi uygulama alanlarinda ilag, gida, yag, polimer, parfiim
endistrilerinde bu cihazdan yararlanilir. Bu tez arastirmasinda makromantar
ekstraktlarinin bilesiminin belirlenmesi i¢cin GC/MS (Shimadzu, Japonya) cihazi

kullanilmastir.
3.2.13 SEM (Taramah Elektron Mikroskobu)

SEM; kuru, iletken ve yiiksek vakuma dayanikli olan her tiirlii numune yiizeyinin

kompozisyonu hakkinda bilgi edinilmesini saglayan yiiksek ¢oziintirliiklii goriintiiler
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veren bir cihazdir. Bu arastirmada biyofilm yiizey yapisini goriintilemek i¢in SEM
(Fei, ABD) kullanilmistir.

3.2.14 AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu)

AFM’nin kuvvet 6lgtimii, topografik goriintiileme ve manipiilasyon olmak iizere tig
temel 6zelligi bulunmaktadir. Kuvvet dlgimii 6zelligi numunenin sertligi, yapisma
mukavemeti, iletkenlik gibi mekanik 6zelliklerinin o&lgiimiine olanak tanirken,
topografik goriintiilemede numunenin ti¢ boyutlu yapisini, seklini, yiiksekligini ylizey
yapisini yiiksek ¢oziiniirliikte analiz etmeyi saglar. Manipiilasyon 6zelligi ile prob ug
ve numune arasindaki Kuvvetler kullanilarak numunenin 6zellikleri kontrollii bir
sekilde degistirilebilir. Topografik goriintiileme yapilirken es zamanli olarak
numunenin diger ozellikleri de Olgiilebilir. Bu arastirmada tiretilen biyofilmlerin
sekilsel ozelliklerinin topografik goriintiilenmesinde AFM  (Bruker, ABD)

kullanilmasgtir.
3.3 Arastirmada Kullamlan Makrofungus Ornekleri

Bu ¢calismada, Fomes fomentarius (L.) Fr., Phellinus hartigii (Allesch. & Schnabl) Pat.
ve Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst 6rnekleri kullanilmistir. Mantar 6rnekleri Dog
Dr. llgaz AKATA nin kisisel koleksiyonundan temin edilmis olup, mantarlar sirasiyla
Istanbul Belgrad Ormani, llgaz Dag: Milli Parki ve izmit Yuvacik’tan toplanmis ve
Dog Dr. llgaz AKATA tarafindan teshis edilmistir.

3.4  Arastirmada Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu tez calismasinda, ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi farkli derecede antibiyotik
direnci gosteren S. aureus, klinik E. coli izolatlan1 (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) ile E.
coli ATCC 25922 (1) standart susuna ve 1 adet C. albicans maya susu olmak tizere
toplamda on bir adet mikroorganizmaya kars: test edilmistir. Bu mikrorganizmalardan
yiiksek biyofilm olusmu gosteren yedi adet mikroorganizma (E. coli 7, 9, 11, 12, S.

aureus, S. aureus MRSA ve C. albicans) ileri ¢alismalarda kullanilmstir.
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3.5 Yontem

3.5.1 Ekstrakt Stoklarimin Elde Edilmesi

Genel bir yaklasim olarak, antimikrobiyal etkisi denenecek ekstrakt stoklari, 1000
ug/mL veya yukarisinda olacak sekilde hazirlanmis olmali veya teste tabi tutulacak
konsantrasyonun 10 kati olacak sekilde hesaplanmalidir (6rn: 1280 pg/mL) ve
miimkiinse suda ¢oziilmelidir. Antimikrobiyal maddelerin ¢oziiniirliigii az olanlar1 igin

daha diisiik konsantrasyon hazirlanabilir.

Baz1 antimikrobiyallerin su harici bir ¢oziicii ile ¢6ziilmesi gerekebilir. Bu durumda;

) antimikrobiyal madde olabilecek en diisiik hacimdeki ¢oziiciiler ile ¢oziilmiis
olmali,

. uygun goziiciiler veya dogrudan su kullanilarak son konsantrasyon igin diliiye
edilmeli

Kontaminasyon ihtimalinin oldugu durumlarda ekstraktlarin sterilizasyonu membran
filtrasyon yontemiyle saglanabilir. Stok c¢ozeltiler hazir hale getirilerek kiiciik
hacimlerde steril polietilen, polistren, polipropilen veya cam tiipler iginde
stoklanabilir. Stok soliisyonlar uygun kosullar saglandigi zaman genelde alt1 aylik bir
stire etkinliklerini yitirmeden stoklanabilirler, hatta bazi ekstraktlarda bu stoklama
stiresi ¢ok daha uzun olabilmektedir. Stoklar kullanilacag: giin ¢dzdiiriilerek zaman
gecirilmeden kullanilmalidir. Ayni giin i¢inde kullanilmayacak olan ekstraktlarin
tekrar dondurularak stoklanmamasina dikkat edilmelidir. Pozitif kontrol amach
kullanilacak standart antibiyotik ve antifungal ¢ézeltilerinde meydana gelebilecek
aktivite kayb1 veya bozulma durumunu tespit etmek amaciyla rutin olarak mutlaka
standart yontemlerde belirtilmis olan kalite kontrol amagli suslar kullanilarak bu
standart antibiyotik ve antifungal ¢6zeltilerinin etkinlik durumlari kontrol edilmelidir
(Coban, 2012).

Yapilan tez ¢calismasinda makrofungus 6rnekleri, laboratuvar tipi bir 6giitiicti (Christy

ve Norris, Chelmsford, ingiltere) kullamilarak ince toz haline getirilmistir. Orneklerin
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ekstraksiyonu hazirlanma islemi ve ekstraksiyonda kullanilan makromantar ve ¢oziicii

miktart asagida verildigi gibidir.

° 2,0453 g F. fomentarius tartilarak bir erlene konulup, tizerine 150 mL

kloroform ilave edilmistir.

. Farkl1 bir erlene 2,0783g F. fomentarius konmus ve 150 mL etanol eklenmistir.

o 3,4793 g toz haldeki P. hartigii tartilarak bir erlene aktarilmis ve {izerine 150

mL kloroform eklenmistir.

o 4,0684q P. hartigii farkli bir erlene aktarilip tizerine 150 mL etanol eklenmistir.

o 4,0745 g F. pinicola tizerine 150 mL etanol ve 4,0750 g F. pinicola iizerine
150 mL Kkloroform eklenmistir.

Erlenler bir galkalayiciya (WiseShake, Kore) yerlestirilerek 3 giin boyunca 140
rpm’lik bir hizda oda sicakhiginda ¢alkalanmustir (Sekil 3.1). Ug giinliik calkalanma
isleminden sonra ekstraktlar ayr1 ayri filtre kagidindan siiziiliip, buharlagtirma
balonlarina aktarilmistir. Bu balonlar doner buharlastirtya (Heidolph, Almanya)
baglanmis, 40 ila 50°C’de dondiiriilerek ekstraktlarda bulunan ¢oziiciilerin

uzaklastirilmasi saglanmig ve toz halinde 6ziit elde edilmistir.

Tim oziitler ¢oziinme durumlarina gore farkli oranlarda steril distile su
(sdH20):DMSO i¢inde ¢ozilmiistir. Bu ekstraktlarin  ¢oziinmiis  oldugu
sdH20:DMSO oranlar1 Tablo 2.1 belirtilmistir. DMSO stoklar1 hava gegirmez falkon
tiiplerinde tutulmus, ayri ayr1 etiketlenmis ve kullanima kadar -18°C’de saklanmustir.
DMSO bakteriler igin toksik oldugundan, ekstrakt stoklar1 bakteriler {izerine

uygulanirken en yiiksek %1 DMSO igerecek sekilde seyreltilmistir.
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Sekil 3.1 Calkalayicidaki ekstrakt stoklar

Tablo 3.1 Ekstrakt stoklarindaki ¢oziicii oranlari

Makromantar/Coziicii sdH.0 : DMSO
P. hartigii - Etanol 50/50
P. hartigii - Kloroform 25/75
F. pinicola - Etanol 50/50
F. pinicola - Kloroform 40/60
F. fomentarius - Etanol 50/50
F. fomentarius - Kloroform 40/60

3.5.2 MHB Hazirlanmasi ve Katyon Ayarlariin Yapilmasi

Literatiirde fakiiltatif anaerob mikroorganizmalarin yagsami i¢in Miiller-Hinton Broth
(MHB) besiyerinin kullanimi 6nerilmektedir. MHB, duyarlilik testleri igin her
calismada benzer sonuglar veren ve bu sebeple tercih edilen bir besiyeridir. MHB’de
tetrasiklin, trimetoprim ve siilfonamid inhibitorlerinin miktarlar1 azdir. MHB bir¢ok

bakterinin yam1 sira Ozellikle patojenite  gosteren bakterilerin  ¢ogunun
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iiremeyebilmelerine elverisli bir besiyerdir. Ote yandan duyarlilhik testleri igin
kullanilan MHB besiyerinin katyon ayarlarinin yapilmasi zorunludur. MHB’nin uygun
hale getirilmesi i¢in kalsiyum ve magnezyum katyon oranlar1 asagida belirtildigi

miktarda olmalidir;
o Magnezyum (10-12,5 mg/L)
o Kalsiyum (20-25 mg/L), [daptomisin testinde ise 50 mg/L]

Eger katyonlar yukarida belirtilen miktarlarda ayarlanmazsa P. aeruginosa suslarina
kars1 aminoglikozit ajanlarin, biitiin bakteri suslarina kars1 tetrasiklin ve tiirevleri
ajanlarin ve Gram pozitiflere kars: daptomisinin ortaya koyacagi MiK degerleri olmasi

gerekenden farkli olmasi kaginilmazdir.

Ote yandan, ticari olarak satisa sunulmus MHB besiyerlerinin bazilarinda katyon
bulundugu dikkate alinmali ve katyon ayarlamasi yapilacagi zaman dikkatli
olunmalidir (Coban, 2012).

Besiyerinde diisilk miktarda katyon bulunmasi kadar, yiiksek miktarda katyon
bulunmasi da sonuglara etki edebilmektedir. Bu tez ¢alismasinda kullanilacak MHB
ticari olarak kutunun tizerinde belirtildigi sekilde hazirlanip otoklavlanarak sterilize

edilmis ve kullanilmistir.

3.5.3 Antimikrobiyal Aktivite Tespit Testlerinde Kullamlmak Uzere inokulum

Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite tespit testlerinde kullanmak amaciyla inokulum hazirlanmasi
gerekmektedir. Inokulum hazirlanmasi igin literatiirde cesitli teknikler mevcuttur. Bu

tekniklerden en yaygin kullanilan iki tanesi asagida verilmistir.
3.5.3.1 Dogrudan koloni siispansiyon yontemi

Bu yontem, birgok bakterinin test edilmesinde rahatlikla kullanilabilen inokulum

hazirlanma yontemidir.
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Bunun i¢in inokulum, 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasinda petri kabindaki tek diisen
kolonilerden direkt steril serum fizyolojik veya broth (siv1 besiyeri) iginde siispanse

edilerek elde edilir.

Stispansiyon bulanikliginin standardize edilebilmesi i¢in 0,5 McFarland standard:
kullanilarak siispansiyon bulanikligi ayarlanmalidir. Bu basamagi dogru bir sekilde
uygulayabilmek igin ¢iplak gdzle bakilir veya fotometrik bir cihaz kullanilir. inokulum
tiiptiniin bulaniklig1 gézle bakilarak ayarlanacak ise inokulum tiipii yeteri kadar 1s181n
oldugu bir ortamda Wickerham kart1 (iizerinde siyah-beyaz cizgiler bulunan kart)
Ontine tutularak siispansiyon bulanikligi 0,5 McFarland’a ayarlanir (Altuner ve Cetin,
2018).

3.5.3.2 Broth besiyeri kiiltiir yontemi

Broth kiiltiir yontemi kolonilerin dogrudan koloni siispansiyon yontemi ile siispanse
edilmesinin gii¢ oldugu durumlarda ikinci bir secenck olarak kullanilabilir veya
Stafilokoklar disinda kalan kolaylikla {ireme gosteren bakteriler igin, koloni
slispansiyon yonteminde kullanilacak 24 saatlik koloniler ¢alisma sirasinda mevcut

degilse bu yontem tercih edilebilir.

Bunun i¢in, agar besiyerinde iiretilmis kolonilerden, benzer morfolojiye sahip
olanlarin 3-5 adet secilir. Bu koloniler steril swap veya 6ze yardimiyla toplanir ve

yaklasik 4 veya 5 mL TSB besiyerine transfer edilir.

Bu besiyeri en az 0,5 McFarland standard:1 kadar bulanik oluncaya kadar, ¢ogunlukla

2 - 6 saat inkiibasyona tabi tutulur.

Sayet kiiltir bulanikligi 0,5 McFarland bulanikligindan fazla ise, bulaniklik 0,5
McFarland standardina esdeger bulanikliga ulasincaya kadar steril sivi besiyeri veya
serum fizyolojik ilave edilir. Bulanikligin dogru ayarlanabilmesi i¢in spektrofotometre
kullanilabilecegi gibi, yine 1s18in yeterli oldugu ortamda Wickerham kart1 da
kullanilabilir (Aydemir vd., 2016).
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Bu ¢alismada, 6n taramada toplamda 12 adet E. coli susu, 2 adet S. aureus susu, P.
mirabilis, S. pneumoniae, S. flexineri, A. baumannii, C. tropicalis, C. glabrata ve C.
albicans maya susu kullamilmistir. Her bir mikroorganizmanin inokulumu
hazirlanirken mikroorganizmalara ait morfolojik olarak benzer koloniler segilmis,
%0,9 steril serum fizyolojik igine aktarilmis ve inokulumun bulanikligi 0,5 McFarland

standardina gore ayarlanmistir.
3.5.4 Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Patojen olan mikroorganizmalarda in vitro duyarlilik testleri, 6zellikle hastalik
etmeninin hali hazirda kullanilan antibiyotik ilaglara diren¢ olusturma ihtimali s6z
konusu oldugunda uygulanmaktadir. MIK testi, direngli mikroorganizmalar ile ilgili
calismalarda ve yeni tretilen ya da hali hazirda kullanilan antibiyotik ilaglarin

etkilerinin birbiri ile kiyaslanmasi bakimindan 6nem arz eder (Kahlmeter vd., 2003).

Diliisyon yontemleri antibiyotiklerin ve antimikrobiyal maddelerin MIK degerlerini
belirten ve antibiyotik duyarlilik testlerinde referans olan yontemlerdir (Aydemir vd.,
2016; 1SO 20776-1, 2006).

Diliisyon testleri, antibakteriyel ve antifungal bilesiklerin diliisyonlar1 seklinde
tasarlanmis kuyucuklu plaklar veya kati besiyeri (agar) iizerinde gozle goriilebilir
tireme varligi esasina dayanir. Bir mikroorganizma igin tiremenin goézle goriilebilir bir
sekilde engellendigi en diisiik antibakteriyel ya da antifungal bilesik konsantrasyonu
MIK degeri seklinde ifade edilir. Uygulanan bu test sonucu, calisilan
mikroorganizmanin iiremesinin engellenmesi i¢in gereken minimum etken madde

konsantrasyonunu gosterir (Coban, 2012; Jorgensen, ve Sahm, 1995).

Maddelerin antimikrobiyal aktivitlerini gozlemlemek amaciyla farkli in vitro
yaklagimlar kullanilir. Bir maddenin antimikrobiyal aktivitesinin  bulunup
bulunmadigi, aktivitesi varsa Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) ve
mikroorganizma spektrumunun belirlenmesi antimikrobiyal aktivite testleri ile
saglanir. Yapilacak olan ¢alismanin amacia uygun in vitro antimikrobiyal aktivite
testinin se¢iminin yapilmasi ¢aligmanin anlamliligi agisindan olduk¢a Onem tagir.

Yontemin se¢imi; maddelerin sayisi, miktart, ¢oziinlirligii ayrica kullanilacak
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mikroorganizma cinsi, dzelligi ve yogunlugu dikkate alinarak yapilmalidir. Sonuglarin
giivenilir ve tekrarlanabilir olmasina ek olarak en az emegin harcandigi, zamanin en
verimli kullanildigi ve maddi olanaklar bakimindan en ucuz olan yontemin tercih

edilmesi arastirmaciya her ag¢idan avantaj saglar (Abbasoglu, 1996).

Bakterilerin duyarliliklarim1  ortaya koymak igin kullanilan in vitro testler
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda vazgecilemez testler olmustur. Giiniimiizde ¢esitli
smiflardan antibiyotiklere direngli hale gelen pek ¢ok bakteri tiirii bulunmaktadir.
Ormnegin; herhangi bir klinik 6rnekten izole edilmis bir P. aeruginosa susunun
tedavisinde kullanilacak olan antibiyotiklerden hangisine duyarli, hangisine direng
gosterecegini tahmin etmek artik ¢ok da kolay olmamaktadir (Kahlmeter vd., 2006;
Siimerkan ve Gékahmetlioglu, 1998).

3.5.4.1 Sivi mikrodiliisyon yontemi

Besiyerlerinin ¢ok diisiik hacimlere sahip mikrodiliisyon plak kuyucuklarina
dagitilmasi sebebiyle yontemin ismine “mikrodiliisyon” denmistir. Her kuyucukta

minimum 0,1 mL s1v1 bulunmalidir.

Mikrodiliisyon plaklarini hazirlama asamasinda etken madde veya ekstrakt her
seferinde miktar1 yariya diisecek sekilde diliisyonlar1 yapilir. Biitiin diliisyonlarin
hazirlanmasinda ekstrakt stogunun ilk kuyucuga transferinde bir adet pipet ucunun
kullanilmas: yeterlidir. Daha sonra yapilacak biitiin diliisyonlarda pipet ucunun
degistirilmesi uygun olur. Boylece etken madde veya ekstraktin plaklara degisen

konsantrasyonlarda dagitimi yapilmis olur.

Plaklarin hazirlanmasinda en yaygin izlenen yol, diliisyon islemini mikropipet gibi
dagiim yapan aletler yardimi ile 96 kuyucugu bulunan standart mikroplaktaki

kuyucuklarin her birine 0,1 mL hacimde dagitmaktir.

Son olarak inokulumun pipet ile eklenmesi planlanmissa, ekstraktlar hedeflenen
konsantrasyonlarinin iKi kati1 seklinde hazirlanir. Tasarlanan her ¢alismada mutlaka

pozitif tireme kontrolii olarak adlandirilan iiremenin kontrol edildigi bir kuyucuk ve
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negatif kontrol olarak adlandirilan mikroorganizmanin aktarilmadigi bir kuyucuk

bulunmalidir.
3.5.4.2 Inokiilasyon asamasi

Mikroorganizmalara ait inokula daha once tanimi yapildig: sekilde mikroorganizma

kolonilerini kullanmak suretiyle siispansiyon seklinde hazirlanmalidir.

Standardize edilmis inokula hazirlandiktan sonraki 15 dakikayir gegcmeyecek sekilde
inokiilasyon islemi i¢in kullanilmalidir. Inokiilasyon bitiminde final mikroorganizma
miktar1 kuyucuk basma yaklasik 5x10° kob/mL olmalidir. Bunun icin steril sivi
besiyeri, serum fizyolojik veya su kullanilarak inokulum diliiye edilmelidir. Kuyucuk
basina diisen mikroorganizma miktarinin ayarlanmasi, yontemin yaklagimina ve
denenmesi planlanan mikroorganizma gesidine bagli olarak degisiklik gostermektedir.
Bu nedenle kullanilacak mikroorganizma ve yonteme goére yeniden hesaplama
yapilmasina ihtiyag¢ vardir. Yapilacak testlerde hesaplama isleminin hatasiz olmasi i¢in
kuyucuklara aktarilan inokulum hacminin bilinmesi biiyiik 5nem tasir. Ornegin; sayet
kuyucuklara aktarilmis besiyeri hacminin 0,1 mL ve inokulum hacminin de 0,01 mL
olmas1 planlanmissa, bu durumda 0,5 McFarland siispansiyonunun (1x108 kob/mL),
1’e 20 oraninda sulandirilmasi gereklidir. Boylece 5x10° kob/mL miktarinda inokulum
hazirlanmalidir. Hazirlanan bu soliisyondan 0,01 mL alinarak kuyucuga transfer
edildiginde, kuyucuktaki mikroorganizmanin final konsantrasyonu yaklasik 5x10°
kob/mL veya 5x10* kob/kuyucuk seklinde olur.

Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanmis inokula hazirlandiktan sonraki 15 dakika
iginde plaklarin kuyucuklarina, kuyucukta bulunan besiyeri ve test edilecek bilesik
veya ekstraktin toplam hacminin %10’undan fazla olmayacak sekilde transfer edilir.
Omegin, 0,1 mL toplam hacim igine 10 pL’ye esit veya daha az inokulum
aktarilmalidir. Bunun yani sira 0,05 mL’lik bir pipetleme yapilacaksa makrodiliisyon
metodundaki gibi kuyucuklarin her birinin (0,05 mL igeren) igerigi 1’¢ 2 sulanmig
olacaktir (Canli vd., 2016).
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3.5.4.3 Inkiibasyon

Inokiile edilen plaklar 35-37°C’de 16 ile 20 saat siiresince aerobik sartlarda
inkiibatorde inkiibasyona birakilir. Biitiin testler i¢in inkiibasyon sicakligimnin ayni

olabilmesi igin, plaklardan en fazla dorder adet st tiste dizilmelidir.

Mikroplaklarin kuyucuklarinda inkiibasyon sirasinda kurumanin engellenebilmesi
icin, plaklarin kapaklar: plastik bir poset, parafilm veya bantla kapatilmalidir (Baldas
ve Altuner, 2018).

3.5.4.4 MiK degerinin bulunmasi

Daha 6nce de belirtildigi gibi MiK, mikroorganizmalarin kuyucuklardaki iiremesini

engelleyen ve ciplak gozle algilanabilen en diisiik antimikrobiyal madde derisimidir.

MIK degeri bulunurken kontrol kuyucuklarindaki (antimikrobiyal maddesiz)
tiremenin yogunlugu, antimikrobiyal madde igeren kuyucuklardaki {iremenin
yogunlugu ile mukayese edilmelidir. Yapilan testlerin gegerliliginin kabul edilebilmesi
acisindan, pozitif kontrol kuyucugundaki tiremenin 2 mm’ye esit veya biiyiik bir

¢okelme olusturmasi veya gozle goriilebilen bir bulanikligin olusmasi gereklidir.

Siilfonamidler ve trimetoprim antibiyotikler ile besiyerinin kompozisyonunda bulunan
antagonistlerin iiremede bir zayifliga sebep olmasi nedeniyle, MIK degeri
belirlenirken pozitif tireme kontrol kuyucugundaki ireme ile karsilastirildiginda

%80’e esit veya daha fazla azalmanin goriildiigii derisim belirlenmelidir.

Bu tez ¢alismasinda ilk olarak 96 kuyucuklu mikroplakanin tiim kuyucuklarina 100
uL MHB aktarilmustir. Ilk kuyucuga 100 uL ekstrakttan aktarilarak dikkatli bir sekilde
karistirilmis ve 1 numarali kuyucuktan 100 pL alinip 2 numarali kuyucuga aktarim
saglanmistir. 2 numarali kuyucugun icerigi pipetasyon yaparak karistirilip, 2 numaral
kuyucuktan 100 pL alinip, 3 numarali kuyucuga aktarilmistir. Bu seri seyreltim islemi,
10 numarali kuyucuga kadar uygulanmis ve 10 numarali kuyucuktan 100 uL alinarak
disar1 atilmigtir. Mikrodiliisyon tamamlandiktan sonra 12 numarali kuyucuk disindaki

tim kuyucuklara 30 pL inokulum aktarilmistir. Yani, ekstraktlarin aktivitesini test
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etmek i¢in 1 ila 10 numarali kuyucuklar kullanilmistir. 11 numarali mikroplaka stitunu
mikroorganizmalarin igin pozitif tireme kontrolii ve 12 numarali mikroplaka siitunu
ise MHB besiyerinin sterilitesinin kontrolii i¢in negatif kontrol olarak kullanilmistir.
Mikroplakanin {izerindeki her bir kuyucuk, mikroorganizmanin bir kuyucuktan
digerine sigramayacak sekilde 6zenle eklenmistir. 96 kuyucuklu plakalar, 24 saat
boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. MIK, mikroorganizmanin biiyiimesinin gozle
goriilebilecek seviyede tamamen inhibe oldugu en diisikk konsantrasyon olarak

belirlenmistir.

3.5.5 Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK)/ Minimum Fungusidal
Konsantrasyon (MFK)

Antibakteriyel veya antifungal etkileri olan bazi 6ziitlerin mikroorganizmalarin
tiremesini  durdurmada veya oldirme etkilerinin arastirilmasimin - gerekliligi
yadsinamaz bir hal aldigindan, bu etkileri ortaya koymak adina MBK, MFK gibi
yontemler gelistirilmistir (Johnson, 1996; Stiimerkan ve Gékahmetlioglu, 1998). Cogu
zaman mikroorganizmalarin 6lmesine neden olan sidal etki gosteren antimikrobiyaller
acisindan MIK ve MBK degerleri ya ayn1 veya birbirine ¢cok yakindir. Ote yandan
mikroorganizmalarin tirelemelerini durduran statik 6zellik gosteren ilaglar icin MBK
degeri MIK degerinden yiiksektir. Baz1 antimikrobiyal maddeler bakterisidal olmasina
ragmen, az sayidaki bazi bakteri tiirleri ise bu antimikrobiyallere karsi toleranslhidir.
Bakteriyel tolerans oldukca kompleks bir durum olmakla beraber, kabaca MBK/MIK
degerinin >32 oldugu durumda susun bu antimikrobiyal maddeye karsi tolerans
gosterdigi  belirtilir.  Enterokoklar, streptokoklar, stafilokoklar, Clostridium,
Lactobacillus ve Listeria suslar1 bu sekildeki suslardan olabilirler (Johnson, 1996;
Stimerkan ve Gokahmetlioglu, 1998; Toreci, 1992).

Teknik olarak ayni1 olan antifungal ve antibakteriyel aktivite yontemleri Sadece

kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon kosullar1 bakimindan farklilik gosterir
(Abbasoglu, 1996).
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3.5.5.1 MBK degerini belirleyen testler

Antimikrobiyal etkisi oldugu diisiiniilen bir mantar 6ziitiiniin, herhangi bir bakteriye
kars1 MBK degeri, gerek makro, gerekse mikrodiliisyon ydntemleri araciligiyla MiK

degerinin bulunmasinin ardindan belirlenebilir.

Kisaca agiklamak gerekirse, MBK en basta bulunan bakteri miktarin1 %99,9 oraninda
azaltabilen antimikrobiyal madde konsantrasyonudur. MiK degerinin bulunmasinin
ardindan iiremenin goriilmedigi kuyucuklardan 10 pL alinip agara ekimi yapilir. Agara
ekilen kuyucuk igerigi 37°C’de bir gece inkiibe edilir. Ornegin, testin baslangicindaki
inokulum 1x10* kob/mL olarak ayarlanmissa, bu miktardaki %99,9 diisiis, besiyerinde
100 kob/mL’luk bakteri miktarinin canli kaldigi anlamindadir. Bu azalmaya neden
olan antimikrobiyal madde konsantrasyonu MBK seklinde isimlendirilir. 200 kob/mL
olan bir siispansiyondan 10 pL alindiginda sadece bir adet bakterinin koloni
olusturmasi beklenir. Uygulamada baslangictaki inokulumlar 5x10* kob/mL olarak
ayarlandiginda 3 ila 9 arasinda koloninin iireyebildigi konsantrasyon MBK degeri
seklinde belirlenir (Siimerkan ve Goékahmetlioglu, 1998; Tilton ve Howard, 1987).

Bu tez calismasinda MIK testi sonucunda MIK degeri bulunamamasina ragmen,
birinci kuyucuklardan alinan 6rnekler MBK testi uygulamak amaciyla bakteriler i¢in
NA ve Candida igin SDA besiyerlerine aktarilmistir. Mikroorganizmalarin optimum

biiyiime sicaklig1 géz 6niinde bulundurularak bir gece inkiibe edilmistir.

3.5.6 Biyofilm ve Antibiyofilm Aktivite

Mikroorganizmalarin canli veya cansiz herhangi bir yiizeye tutunmak suretiyle
olusturduklart polimerik yapidaki jelsi tabaka iginde yapilanmalar1 ile meydana
getirdikleri topluluklara biyofilm ad1 verilir (Baker ve Banfield, 2003; Joseph, 2004;
Leone, vd., 2006; Onbash vd., 2017). Jelimsi bu yapi, bakteri hiicrelerinin iiretmis
oldugu ve terminolojide “hiicre dis1 polimerik yap1”, “ekzopolisakkarit (EPS)” veya
“ekzopolimer” olarak isimlendirilen polisakkarit tabanli bir yapidir (Fujishige vd.,
2006; Onbash vd., 2017). Biyofilm hiicrelerinin tutunmasini saglayan hiicre disi
matriks, protein, su, polisakkarit ve deoksiriboniikleik asitten (DNA) meydana gelir.

Matriksin en 6nemli islevlerinden biri ultraviyole, su kaybi, 0zmotik basing, farkli pH
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kosullari, antimikrobiyal madde, radyasyon gibi pek ¢ok etkene karsi bakteriyi
korumaktir (Gutiérrez vd., 2016; Junker ve Clardy 2007; Giin ve Ekinci, 2009; Onbaslh
vd., 2017).

Biyofilm olusturabilen mikroorganizmalar, gerek biiylime orani bakimindan, gerekse
antibiyotik veya antifungal tedavilerine karsi olusturduklari direng ile biyofilm
olusturmayan mikroorganizmalardan farkli davranig sergilerler. Bununla birlikte
olgunlasan biyofilmleri yok etmenin giiglesmesinin nedeni biyofilm olusturan
mikroorganizma topluluklarinin antimikrobiyal ajanlara karsi olan toleransinin giin
gectikce artmasi ve bunun ciddi bir halk sagligi sorunu haline gelmesidir (Joseph,
2004; Onbasl vd. 2017).

Biyofilmi tamamen ortadan kaldirmak veya iiremesini engellemek icin sik¢a
uygulanan islemler, kimyasal veya mekanik yontemlerlerle olgun biyofilmi kaldirmak
ya da bakteriyel tutunmay1 engellemek igin, besin 6gelerini sinirlandirmak veya farkli

yiizey materyallerinin kullanimini1 kapsar (Darouiche vd., 1999; Onbasli vd., 2017).

Biyofilm olusum asamalart;

1. Yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunmast,

2. Mikrokolonizasyon ve ilk olgunlagma,

3. Kompleks biyofilm yapisi,

4. Mikroorganizmalarin biyofilmin iist tabakasindan koparak ayrilmasi seklinde
Ozetlenebilir (Atalan, 2019; Temel ve Erag, 2018).

3.5.6.1 Kongo kirmzisi agar ile biyofilm saptama yontemi

Bir ya da daha fazla tiirdeki mikroorganizmanin canli veya cansiz herhangi bir yiizeye
tutunmasi ile meydana gelen biyofilm; yapisinda ekzopolisakkarit, DNA, protein ve
polisakkarit bulunduran jelsi bir yapidir. Bu tabaka insan yasamini bir¢ok alanda
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu sebeple de tespiti biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Biyofilm olusumunun laboratuvar kosullarinda tespiti igin farkli yontemler
bulunmaktadir. Bunlardan biri de fenotipik olarak biyofilm tespiti yapan Kongo
Kirmizis1 Agar (CRA) yontemidir. Bu yontemde BHI-B 37 g/L, siikroz 50 g/L, agar
15 g/L ve Kongo Kirmizist boya indikatorii 0,8 g/L seklinde 300 mL i¢in hesaplanarak
hazirlanmis ve 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir. Calismada kullanilan
tiim mikroorganizmalar bu hazirlanmis olan CRA besiyerine 6ze ile ekilmis ve 24 saat
37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizmalardaki renk
degisimine gore biyofilm tiretimi olanlar daha sonra yapilan biyofilm deneyleri i¢in

secilmistir.
3.5.6.2 Kristal viyole ile biyofilm saptama yontemi

Biyofilm olusumunu belirlemeye yoénelik arastirmalarda mikroplaklarin kullanildig:
yontemlerin, literatiirde ¢esitli modifikasyonlar ile tercih edildigi goriilmektedir.
Ozellikle spektrofotometrik mikroplak yonteminin diger yontemlerle kiyaslandiginda
daha spesifik ve giivenilir sonuglar verdigi belirtilmektedir (Atshan vd., 2012; Erag
vd., 2014; Oztiirk vd., 2015; Stepanovié vd., 2007). Spektrofotometriye dayanan plak
metodunda ¢ogunlukla 96 kuyucuklu mikroplaklar tercih edilir. Belirlenen hacimde
uygun besiyeri bulunduran kuyucuklara bakteri inokulumundan eklendikten sonra,
mikroorganizma igin optimum olan kosullar altinda inkiibe edilir. Inkiibasyonun
sonuna gelindiginde kuyucuklarin igerigi plaklar ters ¢evirmek suretiyle bosaltilir.
Bosaltilmis mikroplak kuyucuklar1 yavag bir sekilde uygun bir yikama soliisyonuyla
yikanip, her bir mikroplak kuyucuguna ayni miktarda boya maddesi ilave edilir.
Biyofilmin boyamas: ic¢in trypan blue veya safranin gibi boyalarin yani sira,
cogunlukla kristal viyole tercih edilmektedir. Kuyucuklarin i¢ine boya eklendikten
sonra boyanin biyofilmin i¢ine penetrasyonunun saglanmasi amactyla belli bir siirenin
gegmesi gerekir. Bu islemin arkasindan kuyucuklarin igerigi tekrar bosaltilir ve bir
kere daha yikama soliisyonu ile muamele edilir. Boylece boya biyofilmin yapisina
katilmis biitiin elemanlar1 boyarken, biyofilmin yapisinda yer almayan boya
kuyucuktan uzaklastirilmis olur. Yikama islemleri sirasinda hem olusan biyofilmin,
hem de yiizeye bagl bakterilerin zarar gormemesi, boylece sonuglarin dogru olmasi
igin, bu islemlerin yavasga uygulanmasi gerekmeklidir. Yikama adimindan sonra

plaklar oda sicakliginda yarim saat kadar kurutulur. Plaklar kuruduktan sonra
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kuyucuklara aseton, asetik asit veya etanol gibi ¢6ziiciiler uygulanir. Biyofilme penetre
olmus boya, bu ¢oziiciiler tarafindan ¢oziiliir ve ¢oOziicii igindeki boya miktari
spektrofotometre ile dlgiilerek, kuyucuklarin i¢indeki boya + ¢6ziicii karigimlarinin

optik dansiteleri okunur.

Spektrofotometrenin kaydetmis oldugu bu veriler, biyofilm olusumunun olmadig
kontrol kuyucugunun ortalama absorbsiyon degerleriyle karsilastirilip, biyofilm
olusumunun olup olmadig1 ve olusan biyofilmin inhibisyon miktar1 belirlenebilir
(Oztiirk vd., 2014; Stepanovié, vd., 2007; Temel ve Erag, 2018). Inkiibasyon kosullar,
kullanilan besiyeri ve inokulum yogunlugu, kullanilan farkli yontemlerde iizerinde
calisilan mikroorganizmanin ¢esidine gore farklilik gosterebilir. Bu sebeple géz 6niine
alinmasi gereken biitiin parametrelerin farkli kombinasyonlarin dikkate alinma
zorunlulugu, uygulanacak yontemin  standardizasyonunun  olusturulmasini
zorlastirmaktadir (Temel ve Erag, 2018; Valdes vd., 2015).

Yapilan bu tez ¢alismasinda, ilk adimda CRA yontemi ile biyofilm trettigi tespit
edilen mikroorganizmalar tizerinde kristal viyole yontemi uygulanmistir. %0; %0,5;
%1; %1,5; %2; ve % 2,5 oranlarinda degiskenlik gosteren glikoz derigimlerine sahip
cift kuvvet TSB besiyeri hazirlanmis ve biyofilm 6zelligi incelenmek istenen tiim
mikroorganizmalarin glikoz derisimi ve inkiibasyon siiresi parametrelerinin
hangisinde en iyi biyofilm iiretecegini tespit etmek amaciyla 24 ve 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen veriler dogrultusunda %0,5 glikoz
derisiminde 48 saat inkiibasyon siiresinde mikroorganizmalarin en iyi biyofilmi

urettigi gorilmiistiir.

Antibiyofilm ¢alismasinda makromantar ekstraktlar1 igin ilk kuyucuga yiiklenecek,
yani denenecek, en yiiksek doz; ekstraktin her bir mikroorganizma igin tespit edilmis
olan MIK degerinin yaris1 (MIK/2) olarak belirlenmistir (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3).
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Sekil 3.2 Kristal viyole biyofilm islemi

Calisma sirasinda ilk olarak tiim kuyucuklara 100 pL ¢ift kuvvet %0,5 glikozlu TSB
besiyeri konmustur. Sonra Al numarali kuyucuktan A10 numarali kuyucuga (A10
numarali kuyucuk dahil) kadar 100 uL ekstrakt eklenip yukaridan asagiya (A’dan
H’ye) dogru dikkatlice seri seyreltme uygulanip 20 uL. mikroorganizma inokulumu
eklenmistir. 11 numarali siitunun tamamina Ve 12 numarali siitunun ilk iki kuyucuguna
mikrobiyal tiremenin pozitif kontrolii olmasi i¢in Yyalnizca inokulum ve besiyeri
yiiklenmistir. 12 numarali stitunun son 6 kuyucugunda besiyeri sterilitesinin kontrolii
(negatif kontrol) i¢in sadece besiyeri konmustur. Mikroplakalar 37°C’de 48 saat
boyunca kenarlar1 parafilmlenerek inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda
her bir mikroplakanin igerigi dikkatli bir sekilde ters gevrilerek bosaltilmistir. Bu
mikroplakalar distile su ile yikanip ters ¢evrilip kurumaya birakilmigtir. Kurumus olan
mikroplaka kuyucuklarina %0,1°lik kristal viyole ¢ozeltisi yiiklenmistir. %0,1’lik
kristal viyole ¢ozeltisi yiiklenen mikroplakalar 20-25 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Bekleme siiresinin sonunda mikroplaka igerigi tekrar bosaltilip dikkatli
bir sekilde yikanmistir. Yikanan mikroplakalar kuruyana kadar bekletilmistir.
Kurumus olan mikroplaklara etanol-aseton karisimi eklenerek kuyucuklarda bulunan
kristal viyole c¢oziilene kadar bekletilip, temiz, kullanilmamis 96 kuyucuklu
mikroplakalara aktarilip mikroplaka okuyucuda 550 nm’de olgiim yapilmistir. Her
ekstrakt 3 ayr1 mikroplakada ti¢ paralel olarak ¢alisilmistir. Tiim bunlara ek olarak,

pozitif kontrol olmasi i¢in Halamid® kimyasalina da ayni islemler uygulanmistir.
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Sekil 3.3 Kristal viyole yiiklenmis mikroplakalar

3.5.6.3 Biyofilm SEM Analizi

Taramali  Elektron ~ Mikroskobu  (SEM), Dbir yiizey 1iizerine yapisan
mikroorganizmalarin  olusturdugu kolonileri, tek basma hiicresel yapilarini,
morfolojilerini, ti¢ boyutlu yapilarini, biyofilm yapisini, fizikokimyasal 6zellikleri
gozlemlemeyi olanakli kilar (Blenkinsopp ve Costerton, 1991; Camargo vd., 2005;
Zameer ve Gopal, 2010).

SEM’de iyi goriintilleme elde edebilmek i¢in cam, metal veya silikon kuponlar
hazirlanir. Mikroplaklara oncelikle bu kuponlar yerlestirilir ve hiicre siispansiyonu ile
besiyeri konularak biyofilm olusumu saglanir. Numuneler ekstrakt ile muamele edilir.
Daha sonra analiz oncesi farkli yiizdelik oranlara sahip etanol dehidratasyon serisine
maruz birakilir. Ardindan glutaraldehit %50 etanol + heksametildisilazan i¢inde 5
dakika boyunca tutulur. Negatif kontrol olarak kullanilacak yiizeyler de aym
dehidrasyon islemine tabi tutulur. Tiim kuponlar daha sonra 1 giin boyunca kurutulur
ve ince bir paladyum-altin film ile kaplanir. Negatif kontrol ve biyofilm 6rnekleri 15
kV’de yiiksek vakum modunda bir SEM / EDS sistemi ile goriintiilenir. Biyofilm
numuneleri, bagimsiz kupon goriintiileri ekstrakt uygulamasindan 6nce ve sonra analiz
edilir (Gomes ve Mergulhao, 2017).
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Bu tez ¢alismasinda uygulanan biyofilm SEM analizi igin kristal viyole biyofilm
saptama yonteminden elde edilen sonuglara gore biyofilm aktivitor ve inhibitor etkisi
oldugu goriilen 7 mikroorganizma secilmistir. Buna gore oncelikle bir tarafi
isaretlenmis ve sterilize edilmis metal kuponlar 24 kuyucuklu mikroplakanin A1-A2-
A3-A4-A5-A6-B1-B2-B3-B4-B5-B6-C1-C2-C3 kuyucuklarina steril pens yardimi ile
isaretli yiizii altta kalacak sekilde yerlestirilmistir. Metal kuponlar yerlestirildikten
sonra kuyucuklarin her birine 400 puL %0,5 glikozlu ¢ift kuvvet TSB besiyeri
eklenmistir. Daha sonra A1-A2-A3-A4-A5-A6-B1-B2 kuyucuklarina 400 pL ekstrakt
aktarilmistir.  A4-A5-A6-B1-B2-B3-B4-B5-B6-C1-C2-C3 kuyucuklarina 20 pL
mikroorganizma inokulumu eklenmistir. B3-B4-B5-B6-C1-C2-C3 kuyucuklarina
ekstrakt yoklugunda mikroorganizmalarin metal kuponlardaki biyofilm davranisinin
nasil olacaginin goriilmesi igin metal kupon, besiyeri, mikroorganizma ve steril distile
su eklenmistir. C5’ten D4’e kadar (D4 dahil) olan kuyucuklara mikroorganizmalarin
tiremelerinin pozitif kontrolii olmasi igin besiyeri, mikroorganizma inokulumu ve
steril distile su konulmustur. D5 ve D6 kuyucuklarina ise sadece besiyeri yiikklenmis
olup negatif kontrol olarak kullanilmigtir. Hazirlanan mikroplakanin kenarlari
besiyerinin kurumasini 6nlemek amacli parafilmlenerek 37°C’de 5 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda metal kuponlar kurutulup SEM

goriintiisti alimmustir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 SEM ve AFM deneyi besiyeri ekleme asamasi

3.5.6.4 Biyofilm AFM analizi

Kendiliginden olan veya insan faktoriiniin rol oynadig: farkli kosullarda olugsmus olan
biyofilmler, biiyiik bir kismu1 kalitatif olan pek ¢ok mikroskopi teknigi kullanilmak
suretiyle gelisim evrelerinin degisik zamanlarinda genisce incelenmistir. Bu teknikler
ne yazik ki biyofilmin temelini olusturan substratumda (alt tabaka) yaptigi etki
konusunda fikir 6ne siirmek hususunda faydali degildir. Diger taraftan atomik kuvvet
mikroskobu (AFM), biyofilm/alt tabaka etkilesimlerinin kalitatif ve kantitatif olarak
ayirt etmekte 6nemli 6lgiide kolaylik sagladigindan avantajli konumdadir (Beech vd.,
2002).
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Sekil 3.5 SEM ve AFM deneyi metal kupon yerlestirme asamasi

Bu tez calismasinda uygulanan biyofilm AFM analizi icin kristal viyole biyofilm
saptama yonteminden elde edilen sonuglara gore biyofilm aktivitor ve inhibitor etkisi
oldugu gorillen 7 mikroorganizma segilmistir. Buna gore oncelikle bir tarafi
isaretlenmis ve sterilize edilmis metal kuponlar 24 kuyucuklu mikroplakanin A1-A2-
A3-A4-A5-A6-B1-B2-B3-B4-B5-B6-C1-C2-C3 kuyucuklarina steril pens yardimi ile
isaretli yiizli altta kalacak sekilde yerlestirilmistir. Metal kuponlar yerlestirildikten
sonra kuyucuklarin her birine 400 puL %0,5 glikozlu cift kuvvet TSB besiyeri
eklenmistir. Daha sonra A1-A2-A3-A4-A5-A6-B1-B2 kuyucuklarina 400 pL ekstrakt
aktarilmistir.  A4-A5-A6-B1-B2-B3-B4-B5-B6-C1-C2-C3 kuyucuklarmma 20 pL
mikroorganizma inokulumu eklenmistir. B3-B4-B5-B6-C1-C2-C3 kuyucuklarina
ekstrakt yoklugunda mikroorganizmalarin metal kuponlardaki biyofilm davranisinin
nasil olacaginin goriilmesi igin metal kupon, besiyeri, mikroorganizma ve steril distile
su eklenmistir. C5’ten D4’¢ kadar (D4 dahil) olan kuyucuklara mikroorganizmalarin
iiremesinin pozitif kontrolii olmasi igin besiyeri, mikroorganizma inokulumu ve steril
distile su konulmustur. D5 ve D6 kuyucuklarina ise sadece besiyeri yiiklenmis olup

negatif kontrol olarak kullanilmistir. Hazirlanan mikroplakanin kenarlar1 besiyerinin
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kurumasini 6nlemek amacli parafilmlenerek 37°C’de 5 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda numuneler AFM ile gériintiilenmistir (Sekil 3.5 ve Sekil
3.6).

o

Sekil 3.6 SEM ve AFM deneyi inkiibasyon sonrast mikroplakalar

3.5.7 Antioksidan Aktivite

Antioksidan kapasitesini 6lgmek amaciyla giinimiize degin gesitli yontemler
gelistirilmistir (Albayrak vd., 2010; Okan vd., 2013). Literatiirde antioksidan
kapasitenin belirlenmesi i¢in kullanilan metotlar, dayandigi kimyasal reaksiyonlar

acisindan iki smif altinda gruplandirilabilir:
o Hidrojen atomu transferi reaksiyonu temelli olanlar (HAT)

o Tek elektron transferi reaksiyonu temelli olanlar (ET)
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HAT temelli metotlarin genelinde yarismali reaksiyon kinetigi takip edilir ve
kantitasyon kinetik egrilerden tiiretilir. HAT temelli metotlar ¢cogunlukla sentetik bir

serbest radikal olusturucu, bir antioksidan ve bir oksitlenebilen probtan meydana gelir.

ET prensipli metotlar ise hem reaksiyonun sonuglandiginin gostergesi olarak, hem de
reaksiyonun akigini izlemek i¢in prob olarak kullanilan bir oksidan ile redoks
tepkimesinden olusur. ET ve HAT temelli metotlar, bir 6rnegin antioksidan koruma
kapasitesi yerine, oksidan veya diger bir deyisle radikal siipiirme kapasitesini tespit

etmeye yoneliktir.

HAT tepkimelerine bagli inceleme metotlarinin birgogu azo bilesiklerinin bozunmasi
ile ortaya cikan peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan yarismali bir

sekilde siiptiriilmesi temeline dayanur.

HAT inceleme metotlar1:

Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC),

Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP),

Crocin bleaching deneyleri olarak belirtilebilir.

ET temelli inceleme metotlari, indirgenme yiikseltgenme reaksiyonu iizerine
temellenir. Kisaca tanimlanacak olursa, antioksidan ozelligi gosteren maddelerin
indirgenmesiyle renk degisimi gozlenen bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin

Olclimiine dayanir.

ET temelli inceleme metotlar:

o Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi,

o Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6lgiimii,
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o Ferrik (Demir (111)) iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) 6l¢timii,

o Cu (1) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan potansiyel”

Ol¢lim yontemi,

o DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” 6l¢iim yontemi,

o CUPRAC (Bakir (Il) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) yontemi olarak
siralanabilir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2005; Ozgen vd. 2006).

Bu tez ¢alismasinda yukarida belirtilmis yontemlerden ET temelli inceleme
metotlarindan biri olan DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyeli” dl¢iim

yontemi kullanilmistir.

3.5.7.1 DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Siipiirme Kapasitesi Metodu

Kararli bir organik azot radikali olan DPPH radikali, koyu menekse mavisi rengindedir
ve UV-Goriiniir Bolge (UV-GB) maksimum absorbsiyon dalga boyu 515 nm’dir.
ABTS-+ radikali gibi deneyden once hazirlanmasi mecburi degildir (Biiyiiktuncel,
2013; Prior, vd. 2005). Bu yontem, bir radikal olan DPPH’in antioksidan bilesikler
araciligiyla bir redoks tepkimesi ile siipiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Metanolik
DPPH ¢ozeltisi koyu menekse rengindedir ve bu renk reaksiyon sirasinda agilir. Bu
absorbans azalmasmin Ol¢iimii, spektrofotometre kullanilmak suretiyle yapilir.
Metanolik DPPH c¢ozeltisinde rengin daha fazla agilmasi, reaksiyon karisiminin
absorbansinda ¢ok daha fazla azalmanin oldugu ve bununla birlikte ¢cok daha yiiksek
radikal stiptirme kapasitesi olmasi anlamina gelir (Biiyiiktuncel, 2013; Ndhlala vd.,
2010).

Brand-Williams ve arkadaslarinin ilk defa ortaya koydugu renk giderme yontemi
(Brand-Williams vd., 1995) uzun yillardir kullanilmaktadir. Kalan % DPPH
stiptirilmesi  antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir. Baslangigtaki DPPH
konsantrasyonunda %50°1lik azalmaya sebep olan konsantrasyon ECso seklinde ifade
edilir (Sanchez-Moreno vd., 1998).
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Bu tez c¢alismasinda kullanilan makrofungus orneklerinin tiimiine antioksidan
Ozelliklerini tespit etmek amaci ile DPPH radikali siipiirme testi uygulanmistir.
Ekstraktlarda DPPH radikali siipirme testinde standart olarak metanol
kullanildigindan ¢6ziicii olarak metanol kullanilmistir. Kullanilan 6rneklerin ve pozitif
kontrol olarak kullanilan askorbik asidin stok konsantrasyonu 1 mg/mL olarak
ayarlanmugtir. 1. siitun solventin kontrolii olarak kullanilmistir. 2. siituna 100°er uL
DPPH ve metanol eklenmis olup, negatif kontroldiir. 3. siitunda ekstrakt ve metanol
bulunmaktadir ve yukaridan asagiya dogru seyreltilmistir. 4, 5 ve 6. siitunlarda
ekstrakt, metanol ve DPPH bulunmaktadir. DPPH eklenmeden once ekstrakt ve
metanol yukaridan asagiya dogru seri olarak diliiye edilmistir. 12. siitun ise
kalibrasyon egrisi olarak kullanilmistir. Bu sebeple 12. siitundaki tiim kuyucuklar 100
uL metanol ile doldurulup 12A kuyucuguna 100 pL. DPPH eklenerek yukaridan
asagiya dogru seri mikrodiliisyon uygulanmistir. 30 dakika boyunca mikroplakalar
isiktan  korunacak bir sekilde bekletilip mikroplaka okuyucuda 517 nm’deki
absorbanslar1 6l¢tilmiistiir. Tiim islemler DPPH kimyasalinin 1s1iktan etkilenmemesi

icin olabildigince karanlik ortam saglanarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 DPPH deneyi sonras1 mikroplakalar
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3.6 istatistiksel Analiz

Bu tez ¢alismasinda yapilan biitiin deneyler tiger tekrarli olarak yapilmis olup, tekrarlar
arasindaki farkin istatistiksel degerlendirilmesi ANOVA testi ile R Studio v3.3.2
programi kullanilarak yapilmistir. p-degeri <0,05 oldugunda gruplar arasindaki fark
anlamli kabul edilmistir. Ote yandan artan madde miktarinin etKiyi artirip
artirmadigint ortaya koymak igin ise Pearson korelasyon katsayisi hesaplanmistir

(Core R Team, 2016). Istatistiksel analizin detaylar1 Ekler bliimiinde verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1  Ekstraksiyonun Veriminin Hesaplanmasi

Calismada kullanilan makrofunguslardan elde edilen ekstraktlar daha once detayli
olarak agiklandig: gibi farkli DMSO:(sdH20) oranlarinda hazirlanmistir. Ekstrakt ana
stoklarmin konsantrasyonlar1 Tablo 4.1’de verilmistir. Her bir makrofungus
ektraksiyon islemleri sirasinda en basta farkli miktarlarda tartimi alinarak yapilmistir.

Bundan yola ¢ikarak asagida verilen formiil ile ekstraksiyon verimi hesaplanabilir.

ekstrakt miktart (gr.)

ekstraksiyon verimi = X (100)

kullanilan 6rnek miktart (gr.)

Tablo 4.1°de kullanilan ekstraktlarin stok konsantrasyonlar: verilmistir. Elde edilen

ekstraktlarin ekstrakt verimleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 4.1 Ekstrakt stok konsantrasyonlari (mg/mL)

Mantarlar
Ekstraktlar F. fomentarius P. hartigii F. pinicola
Etil Alkol 104,75 6 71
Kloroform 107,4 20,25 66,8

Buna gore hesaplanan ekstraksiyon verimleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.2 Ekstraksiyon verimi (%)

Mantarlar
Ekstraktlar F. fomentarius P. hartigii F. pinicola
Etil Alkol %20,160 %0,884 %10,428
Kloroform %26,25 %2,328 %8,19

Ekstrakt miktarina gore hesaplanmis olan ekstraksiyon verimleri Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

56



Ekstraksiyon Verimi
(%)
[EEN
o

20
0 I_ —

Etil Alkol Kloroform
Ekstraktlar

m F. fomentarius ®P. hartigii F. pinicola

Sekil 4.1 Ekstraksiyon verimi (%)

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de gosterilmis olan veriler 1s1ginda en yiiksek ekstraksiyon
verimin %26,25 degeri ile F. fomentarius kloroform ekstraktina ait oldugu, en diisiik
ekstraksiyon verimin %0,884 degeri ile P. hartigii etanol ekstraktina ait oldugu

gbzlenmektedir.

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°deki verilere gore ekstraksiyon veriminin ortalamas: analiz
edilirse, en yiiksek ekstraksiyon veriminin ortalamasi %23,21 olarak hesaplanabilir ve
bu ortalama degeri de F. fomentarius makrofungusuna ait oldugu gériilmektedir. En
diisiik ekstraksiyon veriminin ortalamas ise %1,61 olarak P. hartigii makrofungusuna

aittir.

F. fomentarius makrofungusuna ait ekstraktlarin ekstraksiyon verimi kiyas edildiginde
kloroform ile elde edilen ekstraktin, etanol ile elde edilen ekstrakttan daha yiiksek
verimli oldugu go6zlenmektedir. Ayrica F. fomentarius makrofungusuna ait
ekstraktlarm iki ¢oziicide de diger iki makromantar tiirtine gére daha ytiksek verimli

oldugu goriilmektedir.

P. hartigii’nin etanol (%0,884) ve kloroform (%2,328) ektraktlarinin ekstraksiyon
verimi incelendiginde etanol ekstraktinin kloroform ekstraktina gore daha disiik

verime sahip oldugu goriilmektedir.

F. pinicola makromantarinin kloroform ve etanol ekstraktlarinin verimi incelendiginde
ise etanol ekstraktinin %10,428 degeri ile kloroform ekstraktindan daha yiiksek
verimli oldugu Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de goriilmektedir.
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4.2  MIK Testi ile Tlgili Sonuclar

Yapilan MIK testi sonucunda elde edilen P. hartigii ekstraktlarinin MiK degerleri
ng/mL olarak Tablo 4.3’te, F. fomentarius ekstraktlarmin MIK degerleri Tablo 4.4’te
ve F. pinicola ekstraktlarinin MiK degerleri Tablo 4.5te verildigi gibidir.

Tablo 4.3 P. hartigii ekstraktlarinin MIK degerleri

Kloroform Etanol

E.colil >134 >120
E.coli 2 >134 >120
E. coli 3 >134 >120
E.coli 4 >134 >120
E.coli5 >134 >120
E. coli 6 >134 >120
E. coli 7 >134 >120
E. coli 8 >134 >120
E.coli 9 >134 >120
E. coli 10 >134 >120
E. coli 11 >134 >120
E. coli 12 >134 >120
S. aureus >134 >120
S. aureus MRSA >134 >120
C. albicans >134 >120
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Tablo 4.4 F. fomentarius ekstraktlarmin MiK degerleri

Kloroform Etanol

E.colil >1790 >2095
E. coli 2 >1790 >2095
E. coli 3 >1790 >2095
E.coli 4 >1790 >2095
E.coli 5 >1790 >2095
E. coli 6 >1790 >2095
E.coli 7 >1790 >2095
E.coli 8 >1790 >2095
E. coli 9 >1790 >2095
E. coli 10 >1790 >2095
E. coli 11 >1790 >2095
E. coli 12 >1790 >2095
S. aureus >1790 >2095
S. aureus MRSA >1790 >2095
C. albicans >1790 >2095
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Tablo 4.5 F. pinicola ekstraktlarinin MIK degerleri

Kloroform Etanol
E.colil >1113,5 >2840
E.coli 2 >1113,5 >2840
E. coli 3 >1113,5 >2840
E.coli 4 >1113,5 >2840
E.coli5 >1113,5 >2840
E.coli 6 >1113,5 >2840
E.coli 7 >1113,5 >2840
E.coli 8 >1113,5 >2840
E.coli 9 >1113,5 >2840
E. coli 10 >1113,5 >2840
E. coli 11 >1113,5 >2840
E. coli 12 >1113,5 >2840
S. aureus >1113,5 >2840
S. aureus MRSA >1113,5 >2840
C. albicans >1113,5 >2840
3000
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& £ 1500 I
2 Z 1000
=
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0 — —
Etil Alkol Kloroform
Ekstraktlar
m F. fomentarius ®P. hartigii F. pinicola

Sekil 4.2 MIK testi sonuglari (ug/mL)

Calismada yapilan MIK testlerinden elde edilen sonug verileri Tablo 4.3, Tablo 4.4 ve
Tablo 4.5’te ayr1 ayr1 ve Sekil 4.2°de birlikte sunulmustur. Buna gore en yiiksek MIK

degeri >2095,0 ug/mL degeri ile F. fomentarius etanol ekstraktina ait oldugu ve en
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diisiik MIK degerinin de >120 pg/mL degeri ile P. hartigii makromantarina ait oldugu
gozlenmektedir. Tablo 4.3, Tablo 4.4 ve Tablo 4.5 ve Sekil 4.2 verileri ¢oziiciiler
acisindan ve ortalama cinsinden incelendiginde 1685 pg/mL degeri ile etanol
ekstraktlarinin kloroform ekstraktlarina gore daha yiiksek ortalama degerlerine sahip
oldugu gorilmektedir. Makromantarlar yine ortalama cinsinden degerlendirilirse
1976,8 pg/mL degeri ile en yiiksek ortalama MiK degeri sonucunun F. pinicola’ya ait
oldugu, F. fomentarius makromantarinin 1942,5 pg/mL degeri ile F. pinicola’y: takip
ettigi ve son sirada da 127 ug/mL degeri ile P. hartigii makrofungusunun oldugu
goriilmektedir. MIK degerleri tablolarindaki ve Sekil 4.2°deki veriler incelendiginde
tiim ekstraktlarin biitin mikroorganizmalara karst MIK testleri sonuglarinm ilk

kuyucukta elde edilen konsantrasyonlarindan daha yiiksek oldugu gozlenmektedir.
43  MBK/MFK Testi ile ilgili Sonuglar

MIK testi sonuclarinin ilk kuyucuk konsantrasyonundan daha yiiksek bulunmasi
ragmen, ilk kuyucuklardan alinan 6rnekler MBK testi uygulamak amaciyla bakteriler
icin NA ve MFK testi i¢in Candida SDA besiyerlerine aktarilmus,
mikroorganizmalarin optimum biiyiime sicakligi g6z oniinde bulundurularak bir gece
inkiibe edilmistir. Sonug olarak, tiim 6rneklerde tireme gézlenmis olup, ekstraktlar igin

de MBK degerleri bulunamamustir.
4.4  CRA Biyofilm Olusturma Testi ile ilgili Sonuclar

Yapilan CRA biyofilm olusturma testi ile E. coli 3, E. coli 7, E. coli 8, E. coli 9, E.
coli 10, E. coli 12, S. aureus ve S. aureus MRSA mikroorganizmalarinin biyofilm

iirettigi sonucuna ulagilmistir.

Sonuglar Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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E. coli 3

E. coli2

E. coli4 \d 4 T’——' E. coli9

E. coli 8

E. coli5

E. coli 7

E.coli6

Sekil 4.3 CRA (E. coli 2, E. coli 3, E. coli 4, E. coli 5, E. coli 6 ve E. coli 7) sonuglari

S. aureus MRSA

Shigella flexineri
RSKK184

S. aureus

Proteus mirabilis

Sekil 4.4 CRA (S. aureus, S aureus MRSA, P. mirabilis ve S. flexneri) sonuglar1
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S. pneumoniae E. coli 1

A. baumannii
E. coli 12

E. coli 10 E. coli 1l

Sekil 4.5 CRA (E. coli 1, E. coli 10, E. coli 11, E. coli 12, S. pneumoniae ve A. baumannii)
sonuglari

C. albicans

C. glabrata DSMZ1386

C. tropicalis

Sekil 4.6 CRA (C. glabrata, C. albicans ve C. tropicalis) sonuglari
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45  Optimum Biyofilm Olusturma Parametrelerinin Belirlenmesi Sonuclar:

Mikroorganizmalarin optimum biyofilm olusturma parametrelerinin belirlenmesi igin

yapilan ¢alismanin sonuglari asagida verilmistir.
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Sekil 4.7 E. coli 3 optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglari

Sekil 4.7°deki veriler incelendiginde E. coli 3 mikroorganizmasinin en iyi biyofilm
olusturdugu glukoz konsantrasyonunun %0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip
besiyeri oldugu diger glukoz konsantrasyonlarinda yaklagik olarak ayni kapasitede
biyofilm tirettigi goriilmektedir. En iyi biyofilm olusturdugu inkiibasyon siiresinin ise

48 saat oldugu gozlenmektedir.
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Sekil 4.8 E. coli 7 optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglari
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Sekil 4.8’deki veriler incelendiginde E. coli 7’nin en iyi biyofilm drettigi glukoz
konsantrasyonunun %0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyerinde 48 saat
inkiibasyon siiresi sonunda elde edildigi goriilmektedir. En az biyofilm tirettigi glukoz
konsantrasyonunun %1,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri ve 24 saatlik
inkiibasyon siiresi oldugu gozlenmektedir. Inkiibasyon siireleri birbirleri ile
karsilagtirildiginda 48 saatlik inkiibasyon siiresinin biyofilm olusturmada daha etkili

oldugu ve 24 saatlik inkiibasyon ile tutarli sonuglar kaydedildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.9 E. coli 8 optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglari

Sekil 4.9°daki veriler incelendiginde E. coli 8’in en ¢ok biyofilm olusturdugu ortamin
%0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri oldugu gozlenmektedir. E. coli 8’in
en ¢ok biyofilm olusturdugu inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu gozlenmektedir.
Inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda 48 saatlik inkiibasyon siiresinin her bir glukoz
konsantrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon siiresine gore daha ¢ok biyofilm iirettigi ve

sonuglarin birbirleri ile tutarl oldugu gériilmektedir.
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Sekil 4.10 E. coli 9 optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglari

Sekil 4.10’deki veriler incelendiginde E. coli 9’un en ¢ok biyofilm olusturdugu
ortamin %0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri oldugu gozlenmektedir. E.
coli 9’un en ¢ok biyofilm olusturdugu inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu
gozlenmektedir. Inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda 48 saatlik inkiibasyon
stiresinin her bir glukoz konsantrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon siiresine gore daha

cok biyofilm irettigi ve sonuglarin birbirleri ile tutarli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.11 E. coli 10 optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglari

Sekil 4.11°deki veriler incelendiginde E. coli 10’un en ¢ok biyofilm olusturdugu
ortamin %0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri oldugu gozlenmektedir. E.

coli 10’un en ¢ok biyofilm olusturdugu inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu
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gbzlenmektedir. Inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda 48 saatlik inkiibasyon
stiresinin her bir glukoz konsantrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon siiresine gore daha

cok biyofilm tirettigi ve sonuglarin birbirleri ile tutarli oldugu goriillmektedir.
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Sekil 4.12 E. coli 11 optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglari

Sekil 4.12’deki veriler incelendiginde E. coli 11’in en ¢ok biyofilm olusturdugu
ortamin %0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri oldugu gozlenmektedir. E.
coli 11’in en ¢ok biyofilm olusturdugu inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu
gdzlenmektedir. Inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda 48 saatlik inkiibasyon
stiresinin her bir glukoz konsantrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon siiresine gore daha

¢ok biyofilm tirettigi ve sonuglarin birbirleri ile tutarli oldugu goriillmektedir.
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Sekil 4.13 E. coli 12 optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglar
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Sekil 4.13’teki veriler incelendiginde E. coli 12’nin en ¢ok biyofilm olusturdugu
ortamin %0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri oldugu gézlenmektedir. E.
coli 12’nin en ¢ok biyofilm olusturdugu inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu
gozlenmektedir. Inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda 48 saatlik inkiibasyon
stiresinin her bir glukoz konsantrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon siiresine gore daha

cok biyofilm tirettigi ve sonuglarmn birbirleri ile tutarli oldugu goriillmektedir.
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Sekil 4.14 S. aureus optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglari

Sekil 4.14°’teki veriler incelendiginde S. aureus’un en ¢ok biyofilm olusturdugu
ortamin %0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri oldugu gozlenmektedir. S.
aureus’un en c¢ok biyofilm olusturdugu inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu
gdzlenmektedir. Inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda 48 saatlik inkiibasyon
stiresinin her bir glukoz konsantrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon siiresine gére daha
cok Dbiyofilm firettigi ve sonuglarin yaklasik olarak birbirleri ile tutarli oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.15 S. aureus MRSA optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglari

Sekil 4.15’teki veriler incelendiginde S. aureus MRSA’nin en c¢ok biyofilm
olusturdugu ortamin %0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri oldugu
gozlenmektedir. S. aureus MRSA’nin en ¢ok biyofilm olusturdugu inkiibasyon
siiresinin 48 saat oldugu gozlenmektedir. Inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda 48
saatlik inkiibasyon siiresinin her bir glukoz konsantrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon
sliresine gore daha c¢ok biyofilm fiirettigi ve sonuglarin yaklasik olarak birbirleri ile

tutarli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.16 C. albicans optimum biyofilm olusturma parametreleri sonuglar1

Sekil 4.16°daki veriler incelendiginde C. albicans’in en ¢ok biyofilm olusturdugu

ortamin %0,5’lik glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri oldugu gézlenmektedir. C.
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albicans’in en ¢ok biyofilm olusturdugu inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu
gbzlenmektedir. Inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda 48 saatlik inkiibasyon
stiresinin her bir glukoz konsantrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon siiresine gore daha

cok biyofilm tirettigi goriilmektedir.
4.6  Antibiyofilm Aktivitesi Tle Tlgili Sonuclar

Ekstraktlarin antibiyofilm aktivitesi ile ilgili yapilan ¢alismanin sonuglar1 asagida

verilmistir.

4.6.1 P. hartigii-EtOH - E. coli 7 antibiyofilm sonug¢lari

0,700
0,600

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00

Ekstrakt Konsantrasyonu
(ng/mL)

Sekil 4.17 P. hartigii-EtOH - E. coli 7’nin 3 paralelinin antibiyofilm sonuglar1

Sekil 4.17°de P. hartigii-EtOH ekstraktinin E. coli 7’nin 3 paraleline ait antibiyofilm

etkisinin sonuglar1 ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Sekil 4.18 P. hartigii-EtOH - E. coli 7’nin 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.18”de P. hartigii-EtOH ekstraktinin E. coli 7’nin 3 paraleline ait antibiyofilm

etkisinin sonuglarin ortalamasi gosterilmistir.

4.6.2 P. hartigii-EtOH - E. coli 9 antibiyofilm sonug¢lar:
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Sekil 4.19 P. hartigii-EtOH - E. coli 9’un 3 paralelinin antibiyofilm sonuglar

Sekil 4.19°da P. hartigii-EtOH ekstraktinin E. coli 9’un 3 paraleline ait antibiyofilm

etkisinin sonuglar1 ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Sekil 4.20 P. hartigii-EtOH - E. coli 9’un 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglar1

Sekil 4.20°de P. hartigii-EtOH ekstraktinin E. coli 9’un 3 paraleline ait antibiyofilm

etkisinin sonuglarin ortalamasi gosterilmistir.

4.6.3 P. hartigii-EtOH - E. coli 11 antibiyofilm sonug¢lar:
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Sekil 4.21 P. hartigii-EtOH - E. coli 11’in 3 paralelinin antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.21°de P. hartigii-EtOH ekstraktinin E. coli 11’in 3 paraleline ait antibiyofilm

etkisinin sonuglar1 ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Sekil 4.22 P. hartigii-EtOH - E. coli 11’in 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.22°de P. hartigii-EtOH E. coli 11’in 3 paraleline ait antibiyofilm etkisinin

sonuglarin ortalamasi gdsterilmistir.

4.6.4 P. hartigii-EtOH - E. coli 12 antibiyofilm sonuclar:
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A

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00

Ekstrakt Konsantrasyonu
(ng/mL)

Sekil 4.23 P. hartigii-EtOH - E. coli 12’nin 3 paralelinin antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.23°te P. hartigii-EtOH ekstraktinin E. coli 12°nin 3 paraleline ait antibiyofilm

etkisinin sonuglar1 ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Sekil 4.24 P. hartigii-EtOH - E. coli 12’nin 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglar1

Sekil 4.24°te P. hartigii-ETOH E. coli 12’nin 3 paraleline ait antibiyofilm etkisinin

ortalama sonuglar1 gosterilmistir.

4.6.5 P. hartigii-EtOH - S. aureus antibiyofilm sonuglari
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Sekil 4.25 P. hartigii-EtOH - S. aureus’un 3 paralelinin antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.25’te P. hartigii-EtOH ekstraktinin S. aureus’un 3 paraleline ait antibiyofilm

etkisinin sonuglar1 ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Sekil 4.26 P. hartigii-EtOH - S. aureus’un 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.26’da P. hartigii-EtOH ekstraktinin S. aureus’un 3 paraleline ait antibiyofilm

etkisinin ortalama sonuglar1 gésterilmistir.

4.6.6 P. hartigii-Kloroform - C. albicans antibiyofilm sonuclar:
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Sekil 4.27 P. hartigii-kloroform - C. albicans’in 3 paralelinin antibiyofilm sonuglar1

Sekil 4.27°de P. hartigii-kloroform ekstraktinin C. albicans’in 3 paraleline ait

antibiyofilm etkisinin sonuglar1 ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Sekil 4.28 P. hartigii-kloroform - C. albicans’in 3 paralelinin ortalama antibiyofilm
sonugclari

Sekil 4.28’de P. hartigii-kloroform ekstraktinin C. albicans’in 3 paralelinin ortalama

antibiyofilm sonuglart gésterilmistir.

4.6.7 P. hartigii -Kloroform - S. aureus MRSA antibiyofilm sonuc¢lari
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Sekil 4.29 P. hartigii-kloroform - S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.29°da P. hartigii-kloroform ekstraktinin S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin

antibiyofilm sonuglari ayr1 ayr1 gésterilmistir.
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Sekil 4.30 P. hartigii-kloroform - S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin ortalama antibiyofilm
sonugclari

Sekil 4.30°da P. hartigii-kloroform ekstraktinin S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin

ortalama antibiyofilm sonuglar1 gosterilmistir.

4.6.8 F.fomentarius-EtOH - S. aureus MRSA antibiyofilm sonuclar
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Sekil 4.31 F. fomentarius-EtOH - S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin antibiyofilm sonuglart

Sekil 4.31°de F. fomentarius-EtOH ekstraktinin S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin

antibiyofilm sonuglari ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Sekil 4.32 F. fomentarius-EtOH - S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin ortalama antibiyofilm
sonugclari

Sekil 4.32’de F. fomentarius-EtOH ekstraktinin S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin

ortalama antibiyofilm sonuglari gosterilmistir.

4.6.9 Halamid Kimyasalimin Antibiyofilm Sonuclari
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Sekil 4.33 Halamid E. coli 7’nin 3 paralelinin antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.33’te Halamid kimyasalinin E. coli 7°nin 3 paralelinin antibiyofilm sonuglar

gosterilmistir.
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Sekil 4.34 Halamid E. coli 7’nin 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.34’te Halamid kimyasalinin E. coli 7’nin 3 paralelinin ortalama antibiyofilm

sonuglari gosterilmistir.
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Sekil 4.35 Halamid E. coli 9’un 3 paralelinin antibiyofilm sonuglar

Sekil 4.35’te Halamid kimyasalinin E. coli 9’un 3 paralelinin antibiyofilm sonuglar

gosterilmistir.
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Sekil 4.36 Halamid E. coli 9°un 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Halamid kimyasalinin E. coli 9’un 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglar

gosterilmistir.
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Sekil 4.37 Halamid E. coli 11’in 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.37°de Halamid kimyasalinin E. coli 11’in 3 paralelinin antibiyofilm sonuglar

gosterilmistir.
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Sekil 4.38 Halamid E. coli 11’in 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.38’de Halamid kimyasalinin E. coli 11’in 3 paralelinin ortalama antibiyofilm

sonuglar1 gosterilmigtir.
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Sekil 4.39 Halamid E. coli 12°nin 3 paralelinin antibiyofilm sonuglart

Sekil 4.39°da Halamid kimyasalinin E. coli 12’nin 3 paralelinin antibiyofilm sonuglar

gosterilmistir.
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Sekil 4.40 Halamid E. coli 12’nin 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.40°ta Halamid kimyasalinin E. coli 12’nin 3 paralelinin ortalama antibiyofilm

sonuglari gosterilmistir.
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Sekil 4.41 Halamid S. aureus 3 paralelinin antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.41°de Halamid kimyasalinin S. aureus’un 3 paralelinin antibiyofilm sonuglar

gosterilmistir.
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Sekil 4.42 Halamid S. aureus’un 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.42°de Halamid kimyasalinin S. aureus’un ortalama antibiyofilm sonuglari

gosterilmistir.
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Sekil 4.43 Halamid S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin antibiyofilm sonuglari

Sekil 3.43’te Halamid kimyasalinin S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin antibiyofilm

sonuclar1 verilmistir.
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Sekil 4.44 Halamid S. aureus MRSA’nin 3 paralelinin ortalam antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.44’te Halamid kimyasalinin S. aureus’un 3 paralelinin ortalama antibiyofilm

sonuglar1 gosterilmigtir.
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Sekil 4.45 Halamid C. albicans’in 3 paralelinin antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.45’te Halamid kimyasalinin C. albicans’in 3 paralelinin antibiyofilm sonuglari

gosterilmistir.
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Sekil 4.46 Halamid C. albicans’in 3 paralelinin ortalama antibiyofilm sonuglari

Sekil 4.46’da Halamid kimyasalinin C. albicans’in 3 paralelinin ortalama antibiyofilm

sonuclar1 gosterilmistir.
4.7  SEM Sonuclan

Antibiyofilm ¢alismas1 sonucunda etkinin gozlendigi ekstrakt - mikroorganizma
kombinasyonu i¢in SEM ¢alismasi yapilmis olup, sonuglar negatif kontrol olarak bos
metal kuponlar ve pozitif kontrol olarak Halamid ile karsilastirilmistir. Sonuglar

asagida verilmistir.
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4.7.1 Bos Metal Kuponlara (Negatif Kontrol) Ait SEM Gériintiileri

ire 300 pm
500 x | 5.00 kV | ETD | High vacuum | 829 pm | 3.13e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.47 Bos metal kupon x 500’lik SEM goriintisii

Sekil 4.47°de islem uygulanmamis bos metal kuponun 500 biiyiitmedeki SEM

goriintiisii negatif kontrol olarak verilmistir.

R | mag O HV det vac mode HFW sure 100 pm
* | 1000x | 5.00kV | ETD | High vacuum | 414 pm | 3 -4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.48 Bos metal kupon x 1000’lik SEM goriintiist

Sekil 4.48’de islem uygulanmamis bos metal kuponun 1000 biiyiitmedeki SEM

goriintiisti negatif kontrol olarak verilmistir.
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4.7.2 P. hartigii - EtOH Ekstraktimin E. coli 7 Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait SEM Goériintiileri

vacmode | HRW e 100 pm
* 1 1000x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 414 pm KASTAMONU UNIV

Sekil 4.49 P. hartigii-EtOH - E. coli 7 x 1000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.49°da P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 7 susu iizerindeki antibiyofilm
etkisinin 1000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

oy 2 HV ode | — 50 pm —
® | 2500 | 10.00 kv | ETD High vacuum | 166 pm | 1 KASTAMONU UNIV

Sekil 4.50 P. hartigii-EtOH - E. coli 7 x 2500°1liikk SEM goriintisii

Sekil 4.50°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 7 susu iizerindeki antibiyofilm
etkisinin 2500 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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o mag [ / det vac mode ——30 pm
® | 5000 | 10.00 kv | ETD High vacuum | 829 pm | 2 KASTAMONU UNIV

Sekil 4.51 P. hartigii-EtOH - E. coli 7 x 5000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.51°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 7 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 5000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

r 10 pm
| 10000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum | 41.4 ym | 3.4 KASTAMONU UNIV

det vac mode 2

Sekil 4.52 P. hartigii-EtOH - E. coli 7 x10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.52°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 7 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 10.000 biiytitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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vl det vac mode HFW re 5pm
” | 20000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum ' 20.7 pm | 2.84e-3 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.53 P. hartigii-EtOH - E. coli 7 x 20.000’lik SEM gériintiisii

Sekil 4.53°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 7 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 20.000 biyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

mag HV W 100 pm
® | 1000x | 5.00 kv | ETD High vacuum | 414 pm | 3.06e- KASTAMONU UNIV

Sekil 4.54 E. coli 7 kontrol x 1000°lik SEM goriintiisii

b4

Sekil 4.54°’de E. coli 7’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 1000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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mag O HV det c mode - —— 30 ym
5000x | 5.00kV | ETD | High vacuum | 82.9 ym | 3.27e- KASTAMONU UNIV

Sekil 4.55 E. coli 7 kontrol x 5000°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.55°de E. coli 7’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 5000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

HV det vac mode
5.00kv | ETD | High vacuum | 41.4 pm

Sekil 4.56 E. coli 7 kontrol x 10.000’lik SEM goriintisi

Sekil 4.56’da E. coli 7’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 10.000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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o mag [] HV det vac mode HFW pressure \ Spm
% | 20000 x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 20.7 ym | 3.27e-4 Pa | KASTAMONU UNIV

Sekil 4.57 E. coli 7 kontrol x 20.000’lik SEM goriintiisi

Sekil 4.57°de E. coli 7’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 20.000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

4.7.3 P. hartigii - EtOH Ekstraktinin E. coli 9 Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait SEM Gériintiileri

mag O | HY | det | vacmode —— 100 ym ———

b+
“% 1 1000x | 5.00kV | ETD | High vacuum | 414 pm @ 2.67e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.58 P. hartigii-EtOH - E. coli 9 x 1000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.58’de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 9 susu iizerindeki antibiyofilm
etkisinin 1000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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5$:;~ mag [ HV det vac mode HFW pressure —— 1 U 111

® | 5000x | 5.00 kv | ETD High vacuum | 82.9 pm | 2.86e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.59 P. hartigii-EtOH - E. coli 9 x 5000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.59°da P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 9 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 5000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode HFW pressure 10 pm

oY
| 10 000 x | 10.00 kV | ETD | High vacuum = 41.4 ym | 9.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.60 P. hartigii-EtOH - E. coli 9 x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.60°da P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 9 susu iizerindeki antibiyofilm
etkisinin 10.000 biiytitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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oo det vac mode HFW pressure 5pm
” | 20000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum ' 20.7 pm | 9.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.61 P. hartigii-EtOH - E. coli 9 x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.61°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 9 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 20.000 biyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode HFW pressure 3 um

” | 40000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum ' 10.4 pm | 9.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.62 P. hartigii-EtOH - E. coli 9 x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.62°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 9 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 40.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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o ag O HV det vac mode HFW e 100 pm
® | 1000x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 414 pm | 8. KASTAMONU UNIV

Sekil 4.63 E. coli 9 kontrol x 1000°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.63’de E. coli 9’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 1000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

mag [ HV det vac mode HFW —————— 50 pm

oY

* | 2500 | 10.00 kv | ETD | High vacuum | 166 pm | 8. KASTAMONU UNIV

Sekil 4.64 E. coli 9 kontrol x 2500°liik SEM goriintiisii

Sekil 4.64’te E. coli 9’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 2500
biiylitmedeki SEM goriintlisii verilmistir.
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of mag [ / det vac mode \ 2 30 pm
” | 5000 x KASTAMONU UNIV

Sekil 4.65 E. coli 9 kontrol x 5000°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.65’de E. coli 9’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 5000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode W g 10 pym
10000 x | 5.00 kV | ETD @ High vacuum | 41.4 ym | 2.67e- KASTAMONU UNIV

Sekil 4.66 E. coli 9 kontrol x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.66’da E. coli 9’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 10.000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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oo det vac mode HFW pressure 5pm
| 20000 | 5.00kV  ETD | High vacuum | 20.7 pm | 2.67e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.67 E. coli 9 kontrol x 20.000’lik SEM goriintiisi

Sekil 4.67°de E. coli 9’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 20.000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

4.7.4 P. hartigii - EtOH Ekstraktinin E. coli 11 Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait SEM Gériintiileri

pre; 50 pm

W e
pm | 7.87e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.68 P. hartigii-EtOH - E. coli 11 x 2500°’liik SEM goriintiisii

Sekil 4.68’de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 11 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 2500 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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o mag HV det vac mode W e —— 30 um
® | 5000 | 10.00 kv | ETD High vacuum | 82.9 pm KASTAMONU UNIV

Sekil 4.69 P. hartigii-EtOH - E. coli 11 x 5000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.69’te P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 11 susu {izerindeki antibiyofilm
etkisinin 5000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

Y | \);1 O H ”det” \HCVVV‘O‘.‘E HFW
10 000 x | 10.00 kV | ETD | High vacuum | 41.4 pm | 7.87e

Sekil 4.70 P. hartigii-EtOH - E. coli 11 x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.70’da P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 11 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 10.000 biiytitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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53;s~ mag [ v det vac mode HFW pressure 5pm
% | 20000x | 10.00 KV | ETD High vacuum | 20.7 ym | 7.87e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.71 P. hartigii-EtOH - E. coli 11 X 20.000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.71°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 11 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 20.000 biyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode HFW pressure 3 um

* | 40000 x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 10.4 ym | 7.87e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.72 P. hartigii-EtOH - E. coli 11 x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.72’de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 11 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 40.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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mag O HV det vac mode 100 pm
1000x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 414 pm e- KASTAMONU UNIV

Sekil 4.73 E. coli 11 kontrol x 1000’lik SEM goriintiisii

p:4

Sekil 4.73’de E. coli 11’in ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 1000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

mag [J HV det vac mode HFW > —— 30 ym
5000x | 5.00kV | ETD | High vacuum | 82.9 pm | 2.54e-3 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.74 E. coli 11 kontrol x 5000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.74’te E. coli 11’in ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 5000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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HV det vac mode HFW pre 10 pym
5.00 kv | ETD | High vacuum | 41.4 pm | 2.9 KASTAMONU UNIV

Sekil 4.75 E. coli 11 kontrol x 10.000°lik SEM gériintiisii

Sekil 4.75°de E. coli 11’in ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 10.000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

HV det vac mode S5um
5.00 kv | ETD | High vacuum | 20.7 pm KASTAMONU UNIV

Sekil 4.76 E. coli 11 kontrol x 20.000°1ik SEM g6riintiisii

Sekil 4.76’da E. coli 11’in ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 20.000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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4,75 P. hartigii - EtOH Ekstraktimin E. coli 12 Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait SEM Goériintiileri

Y i Hii‘d; e 100 umr
* 1 1000x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 414 pm | 6.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.77 P. hartigii-EtOH - E. coli 12 x 1000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.77°de P. hartigii-EtOH ekstraktinin E. coli 12 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 1000 biiylitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.

SOWU m

KASTAMONU UNIV

Sekil 4.78 P. hartigii-EtOH - E. coli 12 x 2500°’1liik SEM goriintiisii

Sekil 4.64’te P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 12 susu {izerindeki antibiyofilm
etkisinin 2500 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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of mag O HV det vac mode
” | 5000 x

Sekil 4.79 P. hartigii-EtOH-E. coli 12 X 5000’lik SEM goriintisii

Sekil 4.79’da P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 12 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 5000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

e 10 pm B
KASTAMONU UNIV

Sekil 4.80 P. hartigii-EtOH - E. coli 12 x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.80°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 12 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 10.000 biiytitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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oo det vac mode HFW pressure 5pm
” | 20000 x | 10.00 kV | ETD | High vacuum ' 20.7 pm | 6.43e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.81 P. hartigii-EtOH-E. coli 12 x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.81°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 12 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 20.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode HFW pressure 3pm

” | 40000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum ' 10.4 ym | 6.43e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.82 P. hartigii-EtOH - E. coli 12 x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.82°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 12 susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 40.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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ofp | mag O HV det vac mode HFW pressure 100 pm
“° | 1000x | 500 kv | ETD | High vacuum | 414 ym | 9.21e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.83 E. coli 12 kontrol x 1000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.83’de E. coli 12’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 1000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

mag HV HFW pressure —— 30 ym

¥
™~ 1 5000x | 5.00kv | ETD | High vacuum | 82.9 pm | 9.85e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.84 E. coli 12 kontrol x 5000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.84’te E. coli 12’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 5000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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det ‘ vac mode HFW pressure | 10 pym
| 10000 x | 500 kv  ETD | High vacuum | 41.4 pm | 9.85e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.85 E. coli 12 kontrol x 10.000°lik SEM gériintiisii

Sekil 4.85’de E. coli 12’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 10.000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode [ = S5um
| 20000 | 5.00kV | ETD | High vacuum | 20.7 pm | 1. KASTAMONU UNIV

Sekil 4.86 E. coli 12 kontrol x 20.000°1ik SEM g6riintiisii

Sekil 4.86’da E. coli 12’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kupondaki 20.000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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4.7.6 P. hartigii - EtOH Ekstraktinin S. aureus Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait SEM Gériintiileri

det vac mode HFW pressure 10 pm

% | 10000x | 10.00kV | ETD High vacuum | 41.4 ym | 5.61e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.87 P. hartigii-EtOH - S. aureus x 10.000°1ik SEM goriintiisii

Sekil 4.87°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin S. aureus susu tizerindeki antibiyofilm
etkisinin 10.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.

o det vac mode B HFW pressure 5 pm
* | 20000x | 10.00 kV | ETD High vacuum | 20.7 ym | 5.61e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.88 P. hartigii-EtOH - S. aureus X 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.88’de P. hartigii - EtOH ekstraktinin S. aureus susu iizerindeki antibiyofilm
etkisinin 20.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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oy det vac mode pressure 5pm
” | 20000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum ' 20.7 ym | 6.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.89 P. hartigii-EtOH - S. aureus x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.89°da P. hartigii - EtOH ekstraktinin S. aureus susu iizerindeki antibiyofilm
etkisinin 20.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti farkl bir agidan verilmistir.

\ det vac mode pressure —3pm—
0000 x | 10.00 kV | ETD | High vacuum = 10.4 pm ' 5.61e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.90 P. hartigii-EtOH - S. aureus x 40.000’lik SEM goriintisii

Sekil 4.90’da P. hartigii - EtOH ekstraktinin S. aureus susu iizerindeki antibiyofilm
etkisinin 20.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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£

Bl v det vac mode HFW pressure 3pm
* | 40000 x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 10.4 ym | 6.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.91 P. hartigii-EtOH - S. aureus x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.91°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin S. aureus susu iizerindeki antibiyofilm
etkisinin 40.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti farkl bir agidan verilmistir.

det vac mode HFW pressure 1pm

* | 80000 x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 5.18 ym | 6.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.92 P. hartigii-EtOH - S. aureus x 80.000°lik SEM goriintiisi

Sekil 4.92°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin S. aureus susu iizerindeki antibiyofilm
etkisinin 80.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti farkli bir agidan verilmistir.
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mag HV det vac mode W 100 pm
1000x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 414 pm KASTAMONU UNIV

Sekil 4.93 S. aureus kontrol x 1000’lik SEM goriintiist

b+

Sekil 4.93’de S. aureus’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 1000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

mag [ HV
5000 x

Sekil 4.94 S. aureus kontrol x 5000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.94’te S. aureus’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 5000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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det vac mode e 10 pym
| 10000 x | 500 kv  ETD | High vacuum | 41.4 pm | 6.14e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.95 S. aureus kontrol x 10.000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.95’de S. aureus’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 10.000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

Y7} det vac mode g S5um
| 20000 | 5.00kV | ETD | High vacuum | 20.7 pm | 6.14e- KASTAMONU UNIV

Sekil 4.96 S. aureus kontrol x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.96’da S. aureus’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 20.000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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det vac mode HFW pressure | ——3um
”* | 40000 x | 500 kv  ETD | High vacuum | 10.4 pm | 6.57e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.97 S. aureus kontrol x 40.000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.97°de S. aureus’un ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 40.000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

4.7.7 P. hartigii - Kloroform Ekstraktinin S. aureus MRSA Susu Uzerindeki
Antibiyofilm Etkisine Ait SEM Géoriintiileri

o | mag | det | vacmode | HRW | sure 100 pm
* | 1000x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 414 ym | 8.61e- KASTAMONU UNIV

Sekil 4.98 P. hartigii-kloroform - S. aureus MRSA x 1000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.98°de P. hartigii - kloroform ekstraktinin S. aureus MRSA susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 1000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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mag [ det vac mode HFW pressure —— 30 um
5000x | 10.00kV | ETD @ High vacuum | 82.9 pym | 8.61e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.99 P. hartigii-kloroform - S. aureus MRSA x 5000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.99°da P. hartigii - kloroform ekstraktinin S. aureus MRSA susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 5000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode HFW pressure 10 pm
* | 10000 x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 41.4 ym | 9.85e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.100 P. hartigii-kloroform - S. aureus MRSA x 10.000’lik SEM goériintiisii

Sekil 4.100°de P. hartigii - kloroform ekstraktinin S. aureus MRSA susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 10.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.

112



det vac mode HFW pressure 5pm
* | 20000 x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 20.7 ym | 9.21e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.101 P. hartigii-kloroform - S. aureus MRSA X 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.101°de P. hartigii - kloroform ekstraktinin S. aureus MRSA susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 20.000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

mag HV 100 pm

b4
f 1000x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 414 pm | 4.38e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.102 S. aureus MRSA kontrol x 1000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.102°de S. aureus MRSA’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 1000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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mag HV det vac mode HFW pressure —— 30 ym
5000x | 5.00kV | ETD | High vacuum | 82.9 pm .69e- KASTAMONU UNIV

Sekil 4.103 S. aureus MRSA kontrol x 5000°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.103’de S. aureus MRSA’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 5000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

mag [J HV det vac mode
10000 x | 5.00 kv | ETD | High vacuum

Sekil 4.104 S. aureus MRSA kontrol x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.104°de S. aureus MRS A ’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 10.000
biiylitmedeki SEM goriintlisii verilmistir.
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5;2; mag [ HV det vac mode HFW pressure 5pm
9% | 20000 | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 20.7 pm | 4.69e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.105 S. aureus MRSA kontrol x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.105°de S. aureus MRS A ’nin ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 20.000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

4.7.8 P. hartigii - Kloroform Ekstraktimn C. albicans Susu Uzerindeki
Antibiyofilm Etkisine Ait SEM Géoriintiileri

100 pm

KASTAMONU UNIV

Sekil 4.106 P. hartigii-kloroform - C. albicans x 1000’lik SEM gériintiisti

Sekil 4.106°da P. hartigii - kloroform ekstraktinin C. albicans susu iizerindeki
antibiyofilm etkisinin 10.000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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5$:;~ mag [ HV det vac mode HFW pressure —— 1 U 111

® | 5000x | 5.00 kv | ETD High vacuum | 82.9 pm | 3.58e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.107 P. hartigii-kloroform - C. albicans x 5000’lik SEM gériintiisti

Sekil 4.107°de P. hartigii - kloroform ekstraktinin C. albicans susu tizerindeki

antibiyofilm etkisinin 5000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

vac mode V 10 pym
10000 x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 41.4 ym KASTAMONU UNIV

Sekil 4.108 P. hartigii-kloroform - C. albicans x 10.000’lik SEM goériintiisii

Sekil 4.108’de P. hartigii - kloroform ekstraktinin C. albicans susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 10.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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det vac mode / e ) um
KASTAMONU UNIV

Sekil 4.109 P. hartigii-kloroform - C. albicans x 20.000’lik SEM gériintiisii

Sekil 4.109’da P. hartigii - kloroform ekstraktinin C. albicans susu tizerindeki

antibiyofilm etkisinin 20.000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode HFW pressure 3pm

R
| 40000 x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 10.4 pm | 3.58 KASTAMONU UNIV

Sekil 4.110 P. hartigii-kloroform - C. albicans x 40.000’lik SEM goériintiisii

Sekil 4.110’da P. hartigii - kloroform ekstraktinin C. albicans susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 40.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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mag [ ‘ HV det vac mode HFW
® | 1000x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 414 ym | 3.

Sekil 4.111 C. albicans kontrol x 1000’lik SEM goriintiist

Sekil 4.111’de C. albicans’in ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 1000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

mag [ HV det vac mode

5000 x 0.00 kV | ETD ' High vacuum | 82.9 pm | 5.37e-

Sekil 4.112 C. albicans kontrol x 5000°lik SEM goriintiisi

Sekil 4.112’de C. albicans’in ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 5000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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of vac mode HFW pressure 10 pm
® 10000 x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 41.4 ym | 5.37e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.113 C. albicans kontrol x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.113’de C. albicans’in ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 10.000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode r 5pm
KASTAMONU UNIV

Sekil 4.114 C. albicans kontrol x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.114’te C. albicans’in ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 20.000
biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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of det vac mode e — 1111}
* | 40000 x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 10.4 pm | 5.3 KASTAMONU UNIV

Sekil 4.115 C. albicans kontrol x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.115’te C. albicans’in ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda 20.000
biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

479 F. fomentarius - EtOH Ekstraktmm S. aureus MRSA Susu Uzerindeki
Antibiyofilm Etkisine Ait SEM Géoriintiileri

det vac mor;e HFW lb()iuliﬂi
1000x | 10.00kV | ETD | High vacuum | 414 pm | 4.29e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.116 F. fomentarius-EtOH - S. aureus MRSA x 1000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.116°da F. fomentarius - EtOH ekstraktinin S. aureus MRSA susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 1000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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o mag [ HV det vac mode 5 pressure | H———— 30 pm
”* | 5000 | 10.00 kv  ETD | High vacuum | 82.9 pm | 4.58e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.117 F. fomentarius-EtOH - S. aureus MRSA x 5000°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.117°de F. fomentarius - EtOH ekstraktinin S. aureus MRSA susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 5000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

det vac mode pressure 10 pm -
10000 x | 10.00 kV | ETD | High vacuum @ 41.4 pm | 4.58e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.118 F. fomentarius-EtOH - S. aureus MRSA x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.118°de F. fomentarius - EtOH ekstraktinin S. aureus MRSA susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 10.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisti verilmistir.
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det vac mode HFW pressure 5pm
* | 20000 x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 20.7 ym | 4.58e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.119 F. fomentarius-EtOH - S. aureus MRSA x 20.000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.119°da F. fomentarius - EtOH ekstraktinin S. aureus MRSA susu tizerindeki
antibiyofilm etkisinin 20.000 biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

mag [J HV det vac mode e 100 pm
| 1000x | 10.00 kv | ETD | High vacuum | 414 ym | 4.01, KASTAMONU UNIV

Sekil 4.120 S. aureus MRSA kontrol x 1000’lik SEM goriintiisii

b4

Sekil 4.120°de S. aureus MRSA susunun ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda
1000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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mag [ HV det vac mode HFW pressure | H————— 30 pm
5000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum | 82.9 pm | 4.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.121 S. aureus MRSA kontrol x 5000°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.121°de S. aureus MRSA susunun ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda
5000 biiytitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

vac mode HFW pressure 10 pm
10000 x | 10.00 kV | ETD | High vacuum @ 41.4 pm | 4.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.122 S. aureus MRSA kontrol x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.122°de S. aureus MRSA susunun ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda
10.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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det vac mode e 5pm
20000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum @ 20.7 ym d KASTAMONU UNIV

Sekil 4.123 S. aureus MRSA kontrol x 20.000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.123°de S. aureus MRSA susunun ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda
20.000 biiytitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.

o0 v vac mode HFW pressure —_—3pm
* | 40000 x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 10.4 ym | 4.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 4.124 S. aureus MRSA kontrol x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.124°de S. aureus MRSA susunun ekstrakt uygulanmadiginda metal kuponda
40.000 biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmistir.
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4.7.10 Halamid’in (Pozitif Kontrol) E. coli 7 Uzerindeki Antibiyofilm Etkisine
Ait SEM Goriintiileri

=) ] 100 pm -
1000x | 10.00kV | ETD | High vacuum | 414 pm | 5.49- KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.125 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 7 x 1000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.125’de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 7°ye kars1 etkisinin 1000 biiyiitmedeki goriintiisti verilmistir.

50 pm =
KASTAMONU UNIV.,

Sekil 4.126 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 7 x 2500°liik SEM goriintiist

Sekil 4.126°da biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 7°ye kars1 etkisinin 2500 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.
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vac mode

5000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum | 82 KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.127 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 7 x 5000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.127°de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.

coli 7’ye karg1 etkisinin 5000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

10 000 x | 10.00 kV | ETD

Sekil 4.128 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 7 x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.128’de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 7’ye kars1 etkisinin 10.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.
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5pm
” | 20000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum ' 20.7 ym | 5.87e-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.129 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 7 x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.129°da biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 7’ye karg1 etkisinin 20.000 biiyiitmedeki gérintiisii verilmistir.

HV det vac mode HFW pri
10.00 kv | ETD | High vacuum ' 10.4 pm | 5.8

Sekil 4.130 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 7 x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.130°da biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 7’ye kars1 etkisinin 20.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.
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4.7.11 Halamid’in (Pozitif Kontrol) E. coli 9 Uzerindeki Antibiyofilm Etkisine
Ait SEM Goriintiileri

% | 2500x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 166 ym | 4.29e-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.131 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 9 x 2500’lik SEM goriintiisi

Sekil 4.131°de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 9’a kars etkisinin 2500 biiylitmedeki goriintiisii verilmistir.

vy g de;t vac mode HF\".-F pres: F;730 umﬁ
® | 5000x | 10.00 kv | ETD High vacuum | 82.9 ym | 4.29e-4 Pa KASTAMONU UNIV,

Sekil 4.132 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 9 x 5000°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.132’de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 9’a kars1 etkisinin 5000 biiyilitmedeki goriintiisii verilmistir.
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10 pm =
KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.133 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 9 x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.133’de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.

coli 9’a kars etkisinin 10.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

R \ det vac mode HFW pressure 5pm
” | 20000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum | 20.7 pm | 4.29e-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.134 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 9 x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.134’de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 9’a kars etkisinin 20.000 biiylitmedeki goriintiisii verilmistir.
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éi:;ﬂ v det vac mode HFW pressure —3m
0% | 40 000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum | 10.4 pm | 4.29e-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.135 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 9 x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.135’de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.

coli 9’a kars etkisinin 40.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

4.7.12 Halamid’in (Pozitif Kontrol) E. coli 11 Uzerindeki Antibiyofilm Etkisine
Ait SEM Goriintiileri

100 pm

KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.136 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 11 x 1000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.136’da biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 11°e kars1 etkisinin 1000 biiylitmedeki goriintiisii verilmistir.
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mag [ HV det vac mode
2500x | 5.00kV | ETD | High vacuum

p:4

Sekil 4.137 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 11 x 2500°liik SEM goriintiisii

Sekil 4.137°de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.

coli 11°e karg1 etkisinin 2500 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

Nedd 5 b "/ : o
mag [ HV det vac mode HFW pressure —— 30 ym
5000x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 82.9 ym | 3.66e-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.138 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 11 x 5000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.138’de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 11°e kars1 etkisinin 5000 biiyiitmedeki goriintiisti verilmistir.
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HV det vac mode H [ 10 pym
500KV | ETD  High vacuum | 41.4 ym | 3.66e-4 Pa | KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.139 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 11 x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.139’da biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 11°e karg1 etkisinin 10.000 biiyiitmedeki gérintiisii verilmistir.

HV det vac mode [ 5um
5.00 kv | ETD | High vacuum KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.140 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 11 x 20.000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.140°da biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 11°e kars1 etkisinin 20.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.
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3 um
KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.141 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 11 x 40.000°’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.141°de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 11°e karg etkisinin 40.000 biiyiitmedeki gérintiisii verilmistir.

4.7.13 Halamid’in (Pozitif Kontrol) E. coli 12 Uzerindeki Antibiyofilm Etkisine
Ait SEM Goriintiileri

g i P 100 pm
KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.142 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 12 x 1000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.142°de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 12’ye kars1 etkisinin 1000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.
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mag O det vac mode —— 50 pm ——
2500 x | 5.00kV | ETD | High vacuum : KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.143 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 12 x 2500’liikk SEM goriintiisii

Sekil 4.143’de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.

coli 12’ye kars1 etkisinin 2500 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

ag O . vac mode re e S — Hm
5000x | 5.00kV | ETD | High vacuum 3. KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.144 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 12 x 5000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.144°de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 12’ye karsi etkisinin 5000 biiytitmedeki goriintiisii verilmistir.
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mag [] ] d c mode HFW 2 [ 10 pm
10000 x | 5.00 kV ' ETD ' High vacuum | 41.4 ym | 3.4 KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.145 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 12 x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.145°te biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 12’ye kars1 etkisinin 10.000 biyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

HV I det vac mode HFV re |
5.00 KV | ETD  High vacuum | 20.7 ym | 3.42e-4 Pa | KASTAMONU UNIV.

| 5um

Sekil 4.146 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 12 x 20.000’lik SEM goriintiisti

Sekil 4.146°da biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 12’ye kars etkisinin 20.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

135



3pm
KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.147 Halamid (pozitif kontrol) - E. coli 12 x 40.000°’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.147°de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin E.
coli 12’ye kars1 etkisinin 40.000 biyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

4.7.14 Halamid’in (Pozitif Kontrol) S. aureus Uzerindeki Antibiyofilm Etkisine
Ait SEM Goriintiileri

o O
1000x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 414 pm KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.148 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus x 1000°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.148°de biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.

aureus’a kars1 etkisinin 1000 biiylitmedeki goriintiisii verilmistir.
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mag [J det ) vac mode ——— oym — 3
2500 x | 5.00kV | ETD | High vacuum . KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.149 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus x 2500’liik SEM goriintiisii

Sekil 4.149°da biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.

aureus’a kars etkisinin 2500 biiytitmedeki goriintiisii verilmistir.

mag [J HV det vac mode e —_— 30Vum
5000x | 5.00kV | ETD | High vacuum 3.35e- KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.150 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus x 5000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.150’de biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.

aureus’a kars1 etkisinin 5000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.
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ac mode 1 pm
5.00 kv | ETD | High vacuum | 41. KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.151 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.151°de biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.

aureus’a kars etkisinin 10.000 biiylitmedeki goriintiisii verilmistir.

5pm
KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.152 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.152°de biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.
aureus’a kars1 etkisinin 20.000 biiyiitmedeki goriintlisti verilmistir.
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c mode e — 1)1}
5.00 kv | ETD | High vacuum 3. KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.153 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.153’de biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.

aureus’a kars etkisinin 40.000 biiylitmedeki goriintiisii verilmistir.

4.7.15 Halamid’in (Pozitif Kontrol) S. aureus MRSA Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait SEM Géoriintiileri

mag [ t a re 100 pm

1000x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 414 pm | 2.99e-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.154 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus MRSA x 1000°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.154’te biyofilm ¢aligmalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.
aureus MRSA’ya karsi etkisinin 1000 biiylitmedeki goriintiisii verilmistir.
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v de = 50 pm
® | 2500x | 5.00 kv | ETD High vacuum | 166 pm KASTAMONU UNIV.,

Sekil 4.155 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus MRSA x 2500°1liik SEM goriintiisii

Sekil 4.155’de biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.
aureus MRSA’ya kars1 etkisinin 2500 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

mag [J \ det vac pressure —— 30 ym
”® | 5000x | 5.00kV | ETD | High vacuum | 82.9 pm | 2.92e-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.156 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus MRSA x 5000°1ik SEM goriintiisii

a‘::;"

Sekil 4.156’da biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.
aureus MRSAya kars1 etkisinin 5000 biiylitmedeki goriintiisii verilmistir.
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o det vac mode HFW pressure | 10 pm
”* | 10000 x | 500 kv  ETD | High vacuum | 41.4 pm | 2.92e-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.157 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus MRSA x 10.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.157°de biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.
aureus MRSA’ya kars1 etkisinin 10.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

det vac mode [ S5um
| 20000 | 5.00kV | ETD | High vacuum | 20.7 pm | 2.92e- KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.158 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus MRSA x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.158°de biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.
aureus MRSA’ya kars1 etkisinin 20.000 biiyiitmedeki goriintiisti verilmistir.
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mag [ HV det vac mode ——3um
40 000 x | 5.00 kv | ETD | High vacuum . 3 KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.159 Halamid (pozitif kontrol) - S. aureus MRSA x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.159°da biyofilm calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin S.
aureus MRSA’ya kars1 etkisinin 40.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

4.7.16 Halamid’in (Pozitif Kontrol) C. albicans Uzerindeki Antibiyofilm Etkisine
Ait SEM Goriintiileri

mag O vac m

1060)«' 5.00 kv | ETD | High vacuum | 4 .69e- KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.160 Halamid (pozitif kontrol) - C. albicans x 1000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.160°da biyofilm g¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin
C.albicans’a kars1 etkisinin 1000 biiylitmedeki gorintiisii verilmistir.
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d vac mo —— 50 pm
2500x | 5.00kV | ETD | High vacuum KASTAMONU UNIV.,

Sekil 4.161 Halamid (pozitif kontrol) - C. albicans x 2500°lik SEM goriintiisii

Sekil 4.161°de biyofilm g¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin

C.albicans’a kars1 etkisinin 2500 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

30 pm

vac mode HFW
5000x | 5.00kV | ETD | High vacuum | 82.9 pm ‘ 1.81e-3 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.162 Halamid (pozitif kontrol) - C. albicans x 5000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.162°de biyofilm galismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin
C.albicans’a kars1 etkisinin 5000 biiylitmedeki goriintiisii verilmistir.
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mag ac mode p .10 pm
10000 x | 5.00 kV ' ETD ' High vacuum | 41.4 pm | 1.9 KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.163 Halamid (pozitif kontrol) - C. albicans x 10.000’lik SEM gériintiisii

Sekil 4.163’te biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin

C.albicans’a kars1 etkisinin 10.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

5pm
KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.164 Halamid (pozitif kontrol) - C. albicans x 20.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.164°de biyofilm galismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin
C.albicans’a kars1 etkisinin 20.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.
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aé;:
’* 1 40000 x | 5.00 kv | ETD | High vacuum | 10.4 ym | 2.07e-3 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 4.165 Halamid (pozitif kontrol) - C. albicans x 40.000’lik SEM goriintiisii

Sekil 4.165°de biyofilm ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilan Halamidin

C.albicans’a kars1 etkisinin 40.000 biiyiitmedeki goriintiisii verilmistir.

4.8  AFM Sonuclar

4.8.1 P. hartigii - EtOH Ekstraktimin E. coli 7 Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait AFM Goriintiileri

2.0 um

Sekil 4.166 P. hartigii-EtOH - E. coli 7 antibiyofilm AFM gériintiisii
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Sekil 4.166°da P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 7 susu tizerindeki antibiyofilm

etkisinin AFM sonug goriintiisii verilmistir.

2.3 um

-1.9 um

2.0 um
Sekil 4.167 E. coli 7 kontrol antibiyofilm AFM goriintiisii

Sekil 4.167°de P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmamis E. coli 7 susunun metal

kupondaki tutunumunun AFM goériintiisti verilmistir.

4.8.2 P. hartigii - EtOH Ekstraktinin E. coli 9 Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait AFM Goriintiileri

2.7 um

-2.6 um

2.0 um

Sekil 4.168 P. hartigii-EtOH - E. coli 9 antibiyofilm AFM gériintiisii
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Sekil 4.168’te P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 9 susu {izerindeki antibiyofilm

etkisinin AFM sonug goriintiisii verilmistir.

1.4 um

2.0 um

Sekil 4.169 E. coli 9 kontrol antibiyofilm AFM goriintiisii

Sekil 4.169°da P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmamis E. coli 9 susunun metal

kupondaki tutunumunun AFM goériintiisti verilmistir.

4.8.3 P. hartigii - EtOH Ekstraktimin E. coli 11 Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait AFM Goriintiileri

2.0 uym

10 um

2.0 um

Sekil 4.170 P. hartigii-EtOH - E. coli 11 antibiyofilm AFM goriintiisii
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Sekil 4.170°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 11 susu iizerindeki antibiyofilm

etkisinin AFM sonug goriintiisii verilmistir.

2.0 um
Sekil 4.171 E. coli 11 kontrol antibiyofilm AFM goriintiisii

Sekil 4.171°de P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmamis E. coli 11 susunun metal

kupondaki tutunumunun AFM goériintiisti verilmistir.

4.8.4 P. hartigii - EtOH Ekstraktimin E. coli 12 Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait AFM Goriintiileri

1.9 um

2.0 um
Sekil 4.172 P. hartigii-EtOH - E. coli 12 antibiyofilm AFM goriintiisii
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Sekil 4.172°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 12 susu iizerindeki antibiyofilm

etkisinin AFM sonug goriintiisii verilmistir.

2.0 um
Sekil 4.173 E. coli 12 kontrol antibiyofilm AFM goriintiisii

Sekil 4.173’de P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmamis E. coli 12 susunun metal

kupondaki tutunumunun AFM goériintiisti verilmistir.

4.8.5 P. hartigii - EtOH Ekstraktimin S. aureus Susu Uzerindeki Antibiyofilm
Etkisine Ait AFM Goriintiileri

968.5 nm

-899.6 nm

2.0 um
Sekil 4.174 P. hartigii-EtOH - S. aureus antibiyofilm AFM goriintiisii
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Sekil 4.174°de P. hartigii - EtOH ekstraktinin S. aureus susu tizerindeki antibiyofilm

etkisinin AFM sonug goriintiisii verilmistir.

2.0 um
Sekil 4.175 S. aureus kontrol antibiyofilm AFM goriintiisii

Sekil 4.175°de P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmamis S. aureus susunun metal

kupondaki tutunumunun AFM goériintiisti verilmistir.

4.8.6 P. hartigii - Kloroform Ekstraktinin S. aureus MRSA Susu Uzerindeki
Antibiyofilm Etkisine Ait AFM Gériintiileri

-792.0 nm

2.0 um
Sekil 4.176 P. hartigii-kloroform - S. aureus MRSA antibiyofilm AFM goriintiisii

150



Sekil 4.176°da P. hartigii - kloroform ekstraktinin S. aureus MRSA susu tizerindeki

antibiyofilm etkisinin AFM sonug goriintiisii verilmistir.

2.0 um
Sekil 4.177 S. aureus kontrol antibiyofilm AFM goriintiisii

Sekil 4.177°de P. hartigii - kloroform ekstrakti uygulanmamig S. aureus MRSA

susunun metal kupondaki tutunumunun AFM goriintiisii verilmistir.

4.8.7 P. hartigii - Kloroform Ekstraktimn C. albicans Susu Uzerindeki
Antibiyofilm Etkisine Ait AFM Gériintiileri

1.0 um

-1.0 um

2.0 um
Sekil 4.178 P. hartigii-kloroform - C. albicans antibiyofilm AFM goriintiisii
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Sekil 4.178’de P. hartigii - kloroform ekstraktinin C. albicans susu iizerindeki

antibiyofilm etkisinin AFM sonug goriintiisii verilmistir.

-814.4 nm

2.0 um
Sekil 4.179 C. albicans kontrol antibiyofilm AFM goriintiisii

Sekil 4.179°da P. hartigii - kloroform ekstrakti uygulanmamig C. albicans susunun

metal kupondaki tutunumunun AFM goriintiisii verilmistir.

4.8.8 F. fomentarius - EtOH Ekstraktimm S. aureus MRSA Susu Uzerindeki
Antibiyofilm Etkisine Ait AFM Gériintiileri

-803.5 nm

2.0 um
Sekil 4.180 F. fomentarius - EtOH - S. aureus MRSA antibiyofilm AFM goriintiisii
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Sekil 4.180’de F. fomentarius - EtOH ekstraktinin S. aureus susu tizerindeki

antibiyofilm etkisinin AFM sonug goriintiisii verilmistir.

861.1 nm

-754.1 nm

2.0 um
Sekil 4.181 S. aureus MRSA kontrol antibiyofilm AFM goriintiisii

Sekil 4.181°de F. fomentarius - EtOH ekstrakti uygulanmamis S. aureus MRSA

susunun metal kupondaki tutunumunun AFM goriintiisii verilmistir.
4.9 DPPH Sonuclan

49.1 DPPH Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 4.182 DPPH kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.182°de DPPH konsantrasyonuna karsilik absorbsiyon degerleri kullanarak

¢izilmig olan DPPH kalibrasyon egrisi gosterilmistir.

4.9.2  P. hartigii - EtOH Ekstraktina Ait DPPH Sonuglari

100
80 y = 27,374In(X) + 73,323
60 ..............................
40 ”

20 °

R
L,$008e 0200 0400 0600 080 1000 1200

DPPH Siipiirme (%)

40 |?

-60

-80
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Sekil 4.183 P. hartigii - EtOH ekstraktina ait DPPH sonug grafigi

Sekil 4.183’de P. hartigii - EtOH ekstraktina ait DPPH sonug grafigi verilmistir. Bu
grafik kullanilarak hesaplanan I1Cso degeri 0,427 mg/mL olarak bulunmusken, ICgo
degeri 1,839 mg/mL olarak hesaplanmistir.

4.9.3 P. hartigii - Kloroform Ekstraktina Ait DPPH Sonuglar

P. hartigii - kloroform ekstraktinin uygulandigi konsantrasyonlarda bir antioksidan

aktivite gozlenmemistir.
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49.4 F.fomentarius - EtOH Ekstraktina Ait DPPH Sonuclar:

a1
o
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Sekil 4.184 F. fomentarius - EtOH ekstraktina ait DPPH sonug grafigi

Sekil 4.184°te F. fomentarius - EtOH ekstraktina ait DPPH sonug grafigi verilmistir.
Bu grafik kullanilarak hesaplanan ICsp degeri 0,865 mg/mL, olarak bulunmusken, 1Cgo
degeri 322,435 mg/mL olarak hesaplanmistir. Ancak, 1Cgqo degeri gdzlenen siipiirme

araliginin diginda oldugundan, bu hesabin giivenirligi distiktiir.

49,5 F. fomentarius - Kloroform Ekstraktina Ait DPPH Sonuclari

F. fomentarius - kloroform ekstraktinin uygulandigi konsantrasyonlarda bir

antioksidan aktivite gézlenmemistir.

49.6 F.pinicola - EtOH Ekstraktina Ait DPPH Sonuclar

F. pinicola - EtOH ekstraktinin uygulandigi konsantrasyonlarda bir antioksidan

aktivite gozlenmemistir.

49.7 F.pinicola - Kloroform Ekstraktina Ait DPPH Sonuclar:

F. pinicola - kloroform ekstraktinin uygulandigi konsantrasyonlarda bir antioksidan

aktivite gozlenmemistir.
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4.9.8 C Vitamini (Pozitif Kontrol) DPPH Sonuglari
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Sekil 4.185 C vitamini pozitif kontrolii DPPH sonug grafigi

Sekil 4.185’te C vitaminine (pozitif kontrol) ait DPPH sonug¢ grafigi verilmistir. Bu
grafik kullanilarak hesaplanan ICso degeri 0,026 mg/mL, olarak bulunmusken, 1Cgo
degeri 0,210 mg/mL olarak hesaplanmustir.

410 GC/MS Sonuglari

4.10.1 P. hartigii - EtOH Ekstraktinin GC/MS Sonuclar:

intensity ) B nc

=
3000000-]-151:168 2
=
2500000 2
2000000
1500000
1000000
5000001 P
25 &
PN P Ceva S b l
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70 100 200

Sekil 4.186 P. hartigii-EtOH - GC/MS kromatogram sonuglari
Sekil 4.186°da P. hartigii - EtOH ekstraktinin kromatogram grafigi verilmistir.
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Tablo 4.6 P. hartigii - EtOH ekstraktinin major bilesenleri

Major Bilesenler Yiizde (%)
Etil oleat 19,19
Etil linolat 16,53
Etil palmitat 11,14
Etil stearat 6,66
9-Oktadesenamid 6,51
D - Alloz 5,74
Palmitik asit 3,60
Anetol 3,57
Etil heptadekanoat 2,15
Hekzadekan 2,09
Benzoik asit 1,67
Oleik asit 1,47
Nonadekanamid 1,38
Izovanilik asit 1,36
Etil pentadekanoat 1,22
Dimethyl{bis[(22)-pent-2-en-1-yloxy]}silane 1,15
5,8-Oktadekadienoik asit, metil ester 1,11
Etil 9-heksadekenoat 1,09

Tablo 4.6°da P. hartigii - EtOH ekstraktinda bulunan major bilesenler gosterilmistir.
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4.10.2 P. hartigii - Kloroform Ekstraktinin GC/MS Sonuclari
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Sekil 4.187 P. hartigii-kloroform - GC/MS kromatogram sonuglari

Sekil 4.187°de P. hartigii - kloroform ekstraktinin kromatogram grafigi verilmistir.

Tablo 4.7 P. hartigii - kloroform ekstraktinin major bilesenleri

Major Bilesenler Yiizde (%)
Metil behenat 21,23
9-Octadecenamid 8,59
Metil stearat 8,22
Metil palmitat 8,13
Metil oleat 7,60
Metil henikosanoat 7,29
Alfa-linoleik asit 5,80
Dimetil heksadekandioat 4,17
Etil oleat 3,23
Metil arasidat 2,23
Etil palmitat 2,17
Hekzadekanedioik asit, dimetil ester 1,51
Metil elaidat 1,49
Tridekanedial 1,09
9-Heksakozen 1,05
Metil dihidromalvalat 1,01

Tablo 4.7°de P. hartigii - kloroform ekstraktinin major bilesenleri gosterilmistir.
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4.10.3 F. fomentarius - EtOH Ekstraktinin GC/MS Sonuglari

intensity nc
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Sekil 4.188 F. fomentarius-EtOH - GC/MS kromatogram sonuglari

Sekil 4.188’te F. fomentarius - EtOH ekstraktinin kromatogram grafigi verilmistir.

Tablo 4.8 F. fomentarius-EtOH ekstraktinin major bilesenleri

Major Bilesenler Yiizde (%)
Stearik asit 15,86
Palmitik asit 14,28
Alfa-linoleik asit 11,28
9-Oktadesenamid 10,54
Oleik asit 9,64
Linokain hidroklortir 6,99
Metil tetrakosanoat 6,95
Anetol 4,58
Benzoik asit 2,29
D - Alloz 2,15
Tetradesilsikloheksan 1,29
Oktadekanamid 1,29
Hekzadekan 1,26
Tetradekan 1,09

Tablo 4.8°de F. fomentarius - EtOH ekstraktinin major bilesenleri gosterilmistir.
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4.10.4 F. fomentarius - Kloroform Ekstraktinin GC/MS Sonuglari

intensity nc
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Sekil 4.189 F. fomentarius-kloroform - GC/MS kromatogram sonuglart

Sekil 4.189°da F. fomentarius - kloroform ekstraktinin kromatogram grafigi

verilmigtir.

Tablo 4.9 F. fomentarius - kloroform ekstraktinin major bilesenleri

Major Bilesenler Yiizde (%)
Metil stearat 21,44
9,12-Oktadekadienoik asit 18,71
Metil palmitat 18,70
9-Oktadesenamid 7,79
Etil stearat 5,23
9,12-Oktadekadienoik asit, metil ester 2,39
Metil 18-metilnonadekanoat 2,07
Trisiklo[20.8.0.0(7,16)]triacontane, 1(22),7(16)-diepoksi- 3,49
Metil pentadekanoat 1,06

Tablo 4.9°da F. fomentarius - kloroform ekstraktinin major bilesenleri gosterilmistir.

160



4.10.5 F. pinicola - EtOH Ekstraktimin GC/MS Sonuglari

ntensity 48

250000004

20000000+

15000000

10000000

50000004

p2od 44

b o

0 pa e

3d s g S 27
- i 8 RE - 7
ol F = A 32 2z |

T v T v T v T
70 100 200 300 400

Sekil 4.190 F. pinicola-EtOH - GC/MS kromatogram sonuglari

Sekil 4.190°da F. pinicola - EtOH ekstraktinin kromatogram grafigi verilmistir.

Tablo 4.10 F. pinicola - EtOH ekstraktinin major bilesenleri

Major Bilesenler Yiizde (%)
9-Oktadekanoik asit 55,23
Metil dihomo-gama-linolenat 7,97
Palmitik asit 5,60
Etil oleat 4,60
9-Oktadesenamid 4,55
Tetradesilsikloheksan 2,85
D - Alloz 2,83
Dimetil 3-hidroksi-3-metilglutarat 1,19
Linokain hidroklortir 1,13

Tablo 4.10°da F. pinicola - EtOH ekstraktinin major bilesenleri ve bu bilesenlerin

bulunma yiizde oranlar1 gosterilmistir.
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4.10.6 F. pinicola - Kloroform Ekstraktinin GC/MS Sonuglari

intensity nc
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Sekil 4.191 F. pinicola-kloroform - GC/MS kromatogram sonuglar1

Sekil 4.191°de F. pinicola - kloroform ekstraktinin kromatogram grafigi verilmistir.

Tablo 4.11 F. pinicola - kloroform ekstraktinin major bilesenleri

Major Bilesenler Yiizde (%)
Oleik asit 54,74
Stearik asit 9,50
Metil behenat 8,78
Palmitik asit 6,18
9-Oktadesenamid 6,15
2-Hidroksisiklopentadekanon 2,65
Sikloheksan, eikosil- 2,27
Dihomo-gamma-linolenik asit metil ester 2,23

Tablo 4.11°de F. pinicola - kloroform ekstraktinin major bilesenleri ve bu bilesenlerin

bulunma yiizde oranlar1 gosterilmistir.

162



4.11 Istatistiksel Analizlere Ait Sonuclar
4.11.1 Optimum Biyofilm Parametreleri ile Tlgili Istatistiksel Analiz Sonuclar

Optimum biyofilm parametrelerinin belirlendigi ¢alismalardan elde edilen verilerin
analizi sonucunda 24 saat ve 48 saat olarak yapilan ¢alismalarin paralelleri arasinda
anlamli bir fark olmadig tespit edimis olup, 24 saat ve 48 saat olarak yapilan
calismalar birbirleri ile kiyas edildigide anlamli fark oldugu istatistik analizler ile
belirlenmistir. Istatistiksel analizlerin detaylar1 eklerde (Ek A Optimum Biyofilm

Parametrelerinin Istatistik Sonuglari) belirtilmistir.

24 saat ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda biyofilm olusumundaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugunun gosterildigi durumlara ait kutu grafikleri
(boxplot) Sekil 4.192, Sekil 4.193, Sekil 4.194, Sekil 4.195, Sekil 4.196, Sekil 4.197,
Sekil 4.198, Sekil 4.199, Sekil 4.200 ve Sekil 4.201°de verilmistir.

0,40 7

0,35 7

Absorbans

0,30 7

0,25 - -

24 Saat 48 Saat
Sonuglar

Sekil 4.192 E. coli 3, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi
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0,25 -
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|

Absorbans

0,15

24 saat 48 saat

Sonuglar

Sekil 4.193 E. coli 7, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi

0,30+

0,25+

Absorbans

0,20+

0,15+ '

| |
24 saat 48 saat
Sonuglar

Sekil 4.194 E. coli 8, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi
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Sonuglar

Sekil 4.195 E. coli 9, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi
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Sonuglar

Sekil 4.196 E. coli 10, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi
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Sekil 4.197 E. coli 11, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi
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Sonuglar

Sekil 4.198 E. coli 12, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi
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Sekil 4.199 S. aureus, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi
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Sekil 4.200 S. aureus MRSA, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi
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Sonuglar

Sekil 4.201 C. albicans, 24 saat ve 48 saat biyofilm olusumu karsilastirmasi

4.11.2 Ekstraktlarmm Antibiyofilm Etkileri Tle Tigili Istatistiksel Analiz

Sonuclar

Tiim ekstraktlarin antibiyofilm etkileri istatistiki olarak analiz edildiginde ekstraktlarin
her bir mikroorganizma igin {i¢ paraleli arasinda anlamli farklar olmadigi tespit
edilmistir. Istatistiksel analiz sonug verileri eklerde (Ek B Ekstraktlarin Antibiyofilm

Etkilerinin Istatistiksel Analiz Hesaplamalari) detayl1 olarak verilmistir.

4.11.3 DPPH Cahsmas Ile Tlgili istatistiksel Analiz Sonuclar

Ekstraktlarin DPPH siipiirme kapasitesinden ve C vitamin pozitif kontroliinden elde
edilen verilere Pearson korelasyon katsay:r istatistiki analizi uygulandiginda
ekstraktlarin konsantrasyonu ile DPPH radikali siiplirme oraninin iligkili oldugu
goriilmistiir. Pearson korelasyon katsayr analizine gore F. fomentarius - EtOH
ekstraktinin Pearson korelasyon katsayis1 -0,9791542 (¢ok kuwvvetli), P. hartigii -
EtOH ekstraktinin Pearson korelasyon katsayisi -0,9593273 (cok kuvvetli) ve pozitif
kontrol olan C vitaminin Pearson korelasyon katsayisi1 -0,3697159 (zayif) olarak

hesaplanmustir.

Yapilan analizlere gore DPPH ¢alismasinda P. hartigii - kloroform ve F. fomentarius
- kloroform ekstraktlarinin paralelleri arasinda fark gézlenmistir. Diger ekstraktlarin

paralelleri arasinda fark bulunmamaktadir. Istatistiksel analiz sonug verileri eklerde
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(EK C Ekstraktlarn DPPH Etkilerinin Istatistiksel Analiz Hesaplamalari) detayli

olarak verilmistir.
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5.  TARTISMA

5.1  Ekstraksiyon Verilerinin Degerlendirilmesi

Elmajdoub (2021), tarafindan yapilan ¢alismada P. hartigii, F. fomentarius ve F.
pinicola makrofunguslarinin farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlar1 kullanilmistir. Bu
ekstraktlar arasinda etil alkol ve kloroform ¢oziiciileri ile ekstrakte edilmis olanlar da
bulunmaktadir. Ekstrakt verimleri hesaplandiginda F. fomentarius - EtOH 72,2
mg/mL (%3,61), F. fomentarius - kloroform 32,0 mg/mL (%1,60), P. hartigii - EtOH
44,2 mg/mL (%2,21), P. hartigii - kloroform 33,8 mg/mL (%1,69), F. pinicola - EtOH
505,4 mg/mL (%25,27) ve F. pinicola - kloroform 565,2 mg/mL (%28,26) oldugu
goriilmistiir. Sonug verileri incelendiginde en yiiksek verimin %28,26 degeri ile F.
pinicola - kloroform ekstraktina ve en diisiik verimin %1,69 degeri ile P. hartigii -

Kloroform ekstraktina ait oldugu goriilmektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda ekstrakt verimi F. fomentraius - EtOH 104,75 mg/mL
(%20,160), F. fomentarius - kloroform 107,4 mg/mL (%26,25), P. hartigii - EtOH 6
mg/mL (%0,884), P. hartigii - kloroform 20,25 mg/mL (%2,328), F. pinicola - EtOH
71 mg/mL (%10,428), F. pinicola - kloroform 66,8 mg/mL (%8,19) olarak
hesaplanmistir. En yiiksek verimin %26,25 degeri ile F. fomentarius - kloroform
ekstraktina ve en disiik verim ise %2,328 degeri ile P. hartigii - kloroform ekstraktina

ait oldugu bulunmustur.

Elmajdoub (2021) en yiiksek verimi F. pinicola - kloroform ekstraktinda elde ederken
bu calismada en yiiksek verim F. fomentarius - kloroform ekstraktinda elde edilmistir.
Bu farkin sebebi kullanilan mantar Orneklerinin ilk basta farkli miktarlarda
kullanilmasi olabilecegi degerlendirilmistir. En diisiik verim ise iki ¢alismada da P.
hartigii - kloroform ekstraktina ait oldugu kaydedilmistir. Bu agidan bakildiginda her

iki galigmanin birbiri ile uyumlu oldugu gorilmistiir.
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5.2  Makromantarlarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Alalagi (2020) tarafindan yapilan ¢alismada P. hartigii, F. pinicola ve F. fomentarus
makromantarlarindan farkli ¢oziiciiler kullanilarak ekstrakt elde edilmis ve bunlarin
MIK testi ile 12 farkli E .coli susunun antimikrobiyal aktivitesi denenmistir. Sonug
verilerine gore P. hartigii - kloroform ekstrakti 3,47 - 6,94 mg/mL arasinda degisiklik
gosteren, F. pinicola - kloroform ekstrakti 6,25 - 50,03 mg/mL arasinda degisiklik
gosteren ve F. fomentarus - kloroform ekstrakti 2,11 mg/mL MIK degeri ile

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

frez vd. (2021) tarafindan yapilan calismada F.fomentarius’un E. coli, S. aureus, C.
albicans suslarma karst MIK ve MBK testleri ile antimikrobiyal aktivite tespit
edilmistir. F. fomentarius - EtOH ekstraktinin E. coli’ye karsi olan antimikrobiyal
aktivitesi 2,5 pg/mL, S. aureus’a kars1 olan antimikrobiyal aktivitesi 2,5 pg/mL ve C.
albicans’a kars1 olan antimikrobiyal aktivitesi 5 pg/mL MIK degeri olarak
hesaplanmistir. F. fomentarius - Kkloroform ekstraktinin E. coli’ye karsi olan
antimikrobiyal aktivitesi 20 pg/mL, S. aureus’a karsi olan antimikrobiyal aktivitesi 20
ug/mL ve C. albicans’a kars1 olan antimikrobiyal aktivitesi 20 ug/mL MIK degeri
olarak bulunmustur. MBK degerleri ise hem F. fomentarius - kloroform, hem de F.

fomentarius - EtOH ekstraktlarinda tiim suslar igin 40 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Yapilan bu tez calismasinda, kullanilan tiim ekstrakt ve suslarin antimikrobiyal
aktivite testleri incelendiginde MIK degerleri F. fomentarius - EtOH icin >2095
ug/mL, F. fomentarius - kloroform igin >1790 pug/mL, P. hartigii - etanol i¢in >120
ug/mL, P. hartigii - kloroform i¢in >134 pg/mL, F. pinicola - kloroform igin >1113,5
ug/mL ve F. pinicola - EtOH i¢in >2840 pg/mL oldugu gézlenmistir. MBK degeri
tim kuyucuklarda ireme olmasi nedeni ile bulunamamigtir. MIK degeri
bulunamamasinin nedeni mevcut ana makrofungus numune miktarinin Yyetersiz
bulunmasindan dolay1 diisiik doz ile galismaya baslanmis olmasidir. Bununla birlikte
bu calismadaki hedef suslar1 6ldiirecek konsantrasyonu bulmak degildir. Bu ¢alismada
MIK testi uygulanmasmin amaci biyofilm ¢alismasinda kullanilacak olan
konsantrasyonu belirlemektir. Ayrica irez vd (2021) tarafindan yapilan calisma ile

kiyas edildiginde farkli MIK ve MBK degerlerinin bir diger sebebi ise iki ¢alismada
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farkli E. coli, S. aureus, C. albicans suslarinin kullanilmis olmasidir. Irez vd (2021)
tarafindan yapilan ¢alismada E. coli NRRL B-3704, S. aureus ATCC 25923, C.
albicans ATCC 10231 suslar1 kullanilmistir. Bu tez calismasinda ise C. albicans
DSMZ 1386, 12 farkli klinik izolat E. coli, S. aureus ve S. aureus MRSA suslari
kullanilmistir. Bunlara ilave olarak bir de g¢alismalarda kullanilan makromantar
orneklerinin farkli yerlerden farkli zamanlarda toplanmis olmasi, 6rneklerin farkl
miktarlarda madde kompozisyonuna sahip olmasina neden olmus olabilir. Bu da

gostermis olduklari etkilerin farkli olmasina neden olacagini ileri siirmek miimkiindiir.

Bu tez ¢alismasinda diisiik miktarlarda numune ile galisildigindan ve galismanin asil
amaci1 antimikrobiyal aktivite sinanmasi olmadigindan, ekstraktlar i¢in herhangi bir
MIK degerinin bulunamamasi biiyiik dnem arz etmemektedir. Literatiir incelendiginde
MIK degeri bulunan calismalar mevcuttur. Sayet daha yiiksek dozda numune ile
calisilirsa MIK degeri tespit edilme olasiligi bulunmaktadir (Alalagi, 2020; irez vd.
2021; Krupodorova vd., 2016).

5.3  Makromantarlarin Antibiyofilm Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

[rez vd. (2021) tarafindan yapilan calismada F. fomentarius makromantarmin farkl
ekstraktlariin antibiyofilm aktivitesi arastirilmigtir. Yapilan ¢alismadan elde edilen
sonug Verilerine gore, F. fomentarius - EtOH ekstrakti kullanilan suslara karsi
inhibisyon etki gostermis olup, E. coli igin %80, S. aureus igin %80’in iizerinde ve C.

albicans i¢in %80’e yakin oranda inhibisyon etkisi gostermistir.

F. fomentarius - kloroform ekstrakti kullanilan suslara kars1 inhibisyon etki gostermis
olup, bu etki F. fomentarius - EtOH ekstrakti ile karsilastirildiginda daha diistiktiir. E.
coli ve S. aureus igin %?20’nin altinda, C. albicans i¢in yaklasik %40 olarak

bulunmustur.

Bu tez calismasinda oncelikle CRA yontemi uygulanarak biyofilm iireten
mikroorganizmalar tespit edilmistir. Daha sonra segilen mikroorganizmalar kristal
viyole boyama yontemi ile biyofilm testine tabi tutulmustur. Bu deney sonucunda hem
aktivator, hem de inhibitor olarak etki gosteren farkli suslar tespit edilmistir. P. hartigii
- kloroform ekstrakti C. albicans ve S. aureus MRSA suslarinda inhibitor etki
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gostermistir. P. hartigii - EtOH ekstrakti E. coli 7, E. coli 9, E. coli 11, E. coli 12 ve
S. aureus suslarina kars1 aktivator, yani biyofilmi tetikleyici etki ortaya koymustur. F.
fomentarius - EtOH ekstrakt1 S. aureus MRSA susu i¢in inhibitor etki gostermistir. F.
fomentarius - kloroform, F. pinicola - kloroform ve F. pinicola - EtOH ekstraktlarinda
biyofilmi tetikleyici veya biyofilmi inhibe eden bir etki gézlenmemistir. Son olarak
etki gortilen mikroorganizmalar tarafindan iretilen biyofilmler SEM ve AFM verileri

kullanilarak desteklenmistir.

Tarafimizca daha oOnce literatiire kazandirilmis olan bir ¢alismanin antibiyofilm
deneyleri asamasinda Halamid; E. coli 9, S. aureus MRSA ve C. albicans suslarinin
calisildig1 calismada pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Bu ¢alismada elde edilen
sonuglar S. aureus MRSA igin %62,91 (3,90 pg/mL), E. coli 9 i¢in %45,66 (0,41
pug/mL) ve C. albicans i¢in %68,70 (1,95 pg/mL) olarak hesaplanmistir (Zurnaci vd.,
2021).

Bu tez calismasinda da tiim biyofilm analizlerinde pozitif kontrol olarak Halamid
kimyasali kullanilmistir. Halamid uygulanan mikroorganizmalardan E. coli 9 igin
%31,48 (62,5 pg/mL) ve S. aureus MRSA igin %54,21 (125 pg/mL) suslarinda
inhibisyon goézlenirken, Zurnaci vd. (2021) tarafindan yapilan ¢aligmada C. albicans
susunda inhibisyon gozlenmesine ragmen bu ¢alismada C. albicans susunda herhangi
bir inhibisyon gozlenmemistir. Bununla birlikte uygulanmis olan SEM deneylerinden
elde edilen goriintiiler de bu ¢alismada elde edilen sonuclari destekler durumdadir. Ote
yandan, tez c¢alismasinda bulunmus olan inhibisyon yiizdeleri ve aktif
konsantrasyonlar ile Zurnaci vd. (2021) tarafindan elde edilmis veriler arasinda fark
bulunmaktadir. Bu sonuglar 1s1¢1nda spektroskopik yontemlerle yapilacak herhangi bir
biyofilm c¢alismasinin SEM ve/veya AFM gibi goriintileme yontemleri ile

desteklenmesinin uygun olacagi degerlendirilmistir.
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5.4  Biyofilm SEM Gériintiilerinin Degerlendirilmesi

5.4.1 Aktivator olarak etki gosteren ekstrakt - mikroorganizma SEM

goriintiileri

N o3

X 3 B 4
P SV
: . ¢ S, JIQ SN
mag [ HV je vac mode HFW > — 30y ———

5000 x | 5.00kV | ETD | High vacuum | 82.9 pm | 3.2 3 KASTAMONU UNIV

Sekil 5.1 E. coli 7 kontrol x 5000 SEM goriintiisii

Sekil 5.1°de E. coli 7 susunun ekstrakt yoklugunda metal kuponda 5000 biiyiitmedeki

goriintiisti verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.

7‘"3‘1A[* —1 | det vac mode HFW [ S — 70 um
5000 x | 10.00 kv | ETD | High vacuum | 82.9 ym | 2.4 3 KASTAMONU UNIV

Sekil 5.2 P. hartigii-EtOH E. coli 7 x 5000 SEM goriintiisii

b4
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Sekil 5.2°de P. hartigi-EtOH uygulanmis E. coli 7 susunun 5000 biiyiitmedeki SEM

goriintiisti verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.

0KV | ETD  Hig

Sekil 5.3 Halamid-E.coli 7 x 5000 SEM goriintiisii

Sekil 5.3’te Halamid kimyasali uygulanmig E. coli 7 susunun metal kuponda 5000

biiyiitmedeki goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

E. coli 7 susuna P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulandiginda biyofilm iiretiminin arttig1
SEM goriintiileri incelendiginde agikga goriilmektedir. Pozitif kontrol, P. hartigii -
EtOH ekstrakti ve negatif kontrol goriintiileri karsilastirildiginda en ¢ok biyofilmin
olustugu ortamin P. hartigii - EtOH ekstraktinin oldugu ortam oldugu, ardindan sirasi
ile negatif ve pozitif kontroliin onu izledigi goriilmektedir. Halamid kimyasali hali
hazirda biyofilm inhibitort olarak kullanildigindan en diistik biyofilm olusumunun

goriildiigii ortam olmasi beklenilen bir durumdur.
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mag [ V vac mode pressure - 10 pm
2e4 ’
10 000 x 00KV ETD High vacuum 414 pm 2.67e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 5.4 E. coli 9 kontrol x 10.000 SEM gériintiisii

Sekil 5.4°te E. coli 9 susunun ekstrakt yoklugunda metal kuponda 10.000 biiyiitmedeki

goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

A 4

g HV d vac mode eSSUre
4 20000 x | 10.00kV | ETD High vacuum 20.7 ym 9.01e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Pr— ) JY] m——

mag (]

Sekil 5.5 P. hartigii-EtOH E. coli 9 x 10.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.5’te P. hartigii - EtOH uygulanmis E. coli 9 susunun 10.000 biiyiitmedeki SEM

goriintiisti verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.

175



-

‘
e & b
'l PRI ) -

e '} () W

o mag HV va de HFW pressure
» 10000 x | 10.00kYV | ETD High vacuum 41.4 pm  4.29¢-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 5.6 Halamid-E. coli 9 x 10.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.6’da Halamid kimyasali uygulanmis E. coli 9 susunun 10.000 biylitmedeki

SEM gorintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

Bu ii¢ gorintii incelendiginde, E. coli 9 susuna P. hartigii - EtOH ekstrakti
uygulandiginda biyofilm iiretiminin arttigi agikga gortilmektedir. Pozitif kontrol, P.
hartigii - EtOH ekstrakt1 ve negatif kontrol gorintiileri karsilastirildiginda en ¢ok
biyofilmin olustugu ortamin P. hartigii - EtOH ekstraktinin oldugu ortam oldugu,

ardindan sirasi ile negatif ve pozitif kontroliin onu izledigi goriilmektedir.
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mag [ H d d FW pressure Seme 3 () 11I1)

10000 x | 5.00kv ETD High vacuum  41.4 pm  2,90e-3 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 5.7 E. coli 11 kontrol x 10.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.7°de E. coli 11 susunun ekstrakt yoklugunda metal kuponda 10.000

biiytitmedeki goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

;.-?.f—-

10000 x  10.00kV | ETD @ High vacuum | 41.4 pm | 7.87e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 5.8 P. hartigii-EtOH E. coli 11 x 10.000 SEM gorontiisii

2

Sekil 5.8’de P. hartigii - EtOH uygulanmis E. coli 11 susunun 10.000 biiyiitmedeki

SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.
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10 pm ——

KASTAMONU UNIV.

Sekil 5.9 Halamid-E. coli 11 x 10.000 SEM gériintiisii

Sekil 5.9’da Halamid kimyasali uygulanmig E. coli 11 susunun 10.000 biiytitmedeki

SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

Bu {i¢ goriintii incelendiginde, E. coli 11 susuna P. hartigii - EtOH ekstrakti
uygulandiginda biyofilm tiretiminin arttig1 agik¢a goriilmektedir. P. hartigii - EtOH
ekstrakti ve negatif kontrol goriintiileri karsilastirildiginda en ¢ok biyofilmin olustugu
ortamin P. hartigii - EtOH ekstraktinin oldugu ortam oldugu goriilmektedir. Ancak
diger sonuglarin aksine Halamid kimyasalinin E. coli 11°de biyofilm olusumunu
azaltmadig1 goriilmiis olup, bu sonuglarin spektrofotometrik sonuglarla da tutarh
oldugu gozlenmistir. Bu durumun, E. coli 11 susunun direng profile ile ilgili olmasinin

muhtemel oldugu degerlendirilmistir.
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iV det vac mode W pressure Spm
Pe 4
20000 x 00 kv ETD High vacuum | 20.7 pm | 1.05e-3 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 5.10 E. coli 12 kontrol x 20.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.10°da E. coli 12 susunun ekstrakt yoklugunda metal kuponda 20.000

biiytitmedeki goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

5 11;11

s mag O det X p
2 20000 x | 10.00 kv | ETD | Hig m  20.7 pym | 6.4 a KASTAMONU UNIV

Sekil 5.11 P. hartigii-EtOH E. coli 12 x 20.000 SEM gorontiisii

Sekil 5.11°de P. hartigi-EtOH uygulanmis E. coli 12 susunun 20.000 biiyiitmedeki

SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.
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Sum
KASTAMONU UNIV.

Sekil 5.12 Halamid-E. coli 12 x 20.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.12°de Halamid kimyasali uygulanmis E. coli 12 susunun 20.000 biiyiitmedeki

SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

Bu {i¢ goriintii incelendiginde, E. coli 12 susuna P. hartigii - EtOH ekstrakti
uygulandiginda biyofilm {iretiminin arttig1 agik¢a goriilmektedir. P. hartigii - EtOH
ekstrakti ve negatif kontrol goriintiileri karsilastirildiginda en ¢ok biyofilmin olustugu
ortamin P. hartigii - EtOH ekstraktinin oldugu ortam oldugu goriilmektedir. Ancak E.
coli 11°deki sonuglarda oldugu gibi Halamid kimyasalinin E. coli 12’de biyofilm
olusumunu azaltmadig1 gériilmiis olup, bu sonuglarin spektrofotometrik sonuglarla da
tutarli oldugu gozlenmistir. Ayni sekilde bu durumun da E. coli 12 susunun direng

profile ile ilgili olmasinin muhtemel oldugu degerlendirilmistir.
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Spum

KASTAMONU UNIV

Sekil 5.13 S. aureus kontrol x 20.000 SEM gériintiisii

Sekil 5.13’te S. aureus susunun ekstrakt yoklugunda metal kuponda 20.000

biiytitmedeki goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

Sum
KASTAMONU UNIV

Sekil 5.14 P. hartigii-EtOH S. aureus x 20.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.14 P. hartigii - EtOH uygulanmis S. aureus susunun 20.000 biiyiitmedeki SEM

goriintiisti verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.
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Sekil 5.15 Halamid S. aureus x 20.000 SEM goriintiisti

Sekil 5.15’te Halamid kimyasali uygulanmis S. aureus susunun 20.000 biiyiitmedeki

SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

Bu ii¢ goriintii incelendiginde, S. aureus susuna P. hartigii - EtOH ekstrakti
uygulandiginda biyofilm {iretiminin arttig1 agik¢a goriilmektedir. P. hartigii - EtOH
ekstrakti ve negatif kontrol goriintiileri karsilastirildiginda en ¢ok biyofilmin olustugu
ortamin P. hartigii - EtOH ekstraktinin oldugu ortam oldugu goriilmektedir. Ancak E.
coli 12’deki sonuglarda oldugu gibi Halamid kimyasalinin S. aureus’ta biyofilm
olusumunu azaltmadig1 gériilmiis olup, bu sonuglarin spektrofotometrik sonuglarla da
tutarli oldugu gozlenmistir. Bu durumun da sebebinin direng profil farkliligindan

kaynaklanmig olmasi kuvvetle muhtemeldir.
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5.4.2 Inhibitor olarak etki gosteren ekstrakt - mikroorganizma SEM

goriintiileri

A

Y 0O HV | W pre Sum
*  20000x | 5.00kvV ETD  High vacuum 20.7 ym | 4.69e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 5.16 S. aureus MRSA kontrol x 20.000 SEM gorintiisii

Sekil 5.16’da S. aureus MRSA susunun ekstrakt yoklugunda metal kuponda 20.000

biiylitmedeki goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.

L
o “
-
R HV det vac mode HFW pressure Sum
®  20000x | 10.00 kv | ETD = High vacuum  20.7 pm  9.21e-4 Pa KASTAMONU UNIV

mag [

Sekil 5.17 P. hartigii-kloroform S. aureus MRSA x20.000 SEM goriintiisii
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Sekil 5.17°de P. hartigii - kloroform uygulanmis S. aureus MRSA susunun 20.000

biiylitmedeki SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

SR W

5 ux;

KASTAMONU UNIV.

Sekil 5.18 Halamid S. aureus MRSA x20.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.18’de Halamid kimyasali uygulanmig S. aureus MRSA susunun 20.000

biiytitmedeki SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

Bu ii¢ goriintii incelendiginde, S. aureus MRSA susuna P. hartigii - kloroform
ekstraktt uygulandiginda biyofilm iiretiminin azaldig1 agikga goriilmektedir. P.
hartigii - kloroform ekstrakt1 ve negatif kontrol goriintiileri karsilastirildiginda en ¢ok
biyofilmin olustugu ortamin P. hartigii - kloroform ekstraktinin bulunmadig1 ortam
oldugu goriilmektedir. Halamid kimyasalinin biyofilm olusumunu azalttigi ve bunun

spektrofotometrik sonuglarla uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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10 pm
KASTAMONU UNIV

Sekil 5.19 C. albicans kontrol x 10.000 SEM goriintiisti

Sekil 5.19°da C. albicans susunun ekstrakt yoklugunda metal kuponda 20.000

biiytitmedeki goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

mag [ [ HV det va ode [ 10 pm
10000 x | 5,00 kv ETD High vacuum | 41.4pym |3 KASTAMONU UNIV

Sekil 5.20 P. hartigii-kloroform C. albicans x10.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.20’de P. hartigii - kloroform uygulanmig C. albicans susunun 10.000

biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.
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5.00kv ETD | Highvacuum | 414pm 1 KASTAMONU UNIV.

Sekil 5.21 Halamid C. albicans x 10.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.21’de Halamid kimyasali uygulanmig C. albicans susunun 10.000

biiytitmedeki SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

Bu ii¢ goriintii incelendiginde, S. aureus MRSA susuna P. hartigii - kloroform
ekstrakti uygulandiginda biyofilm {retiminin azaldigi agikga goriilmektedir. P.
hartigii - kloroform ekstrakti, pozitif ve negatif kontrol goriintiileri karsilastirildiginda
en az biyofilmin olustugu ortamin P. hartigii - kloroform ekstraktinin bulundugu
ortam oldugu goriilmektedir. Bunu sirasiyla pozitif kontrol ve negatif kontrol

izlemektedir.
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%
o 44
ey Y.
L L 1/‘ 27
_ § s = :

g ] HV vac mode W pressure Sum
20000 x | 5.00 kv ETD High vacuum @ 20.7 pm = 4.69e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 5.22 S. aureus MRSA kontrol x 20.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.22°de S. aureus MRSA susunun ekstrakt yoklugunda metal kuponda 20.000

biiytitmedeki goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.

HFW pr - -
m  20.7 ym 4.5

73 Hm
KASTAMONU UNIV

Sekil 5.23 F. fomentarius-EtOH S. aureus MRSA x 20.000 SEM goriintiisii

Sekil 5.23’te F. fomentarius - EtOH uygulanmis S. aureus MRSA susunun 20.000

biiyiitmedeki SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalar1 isaretlenmistir.
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5{) pressure ] 5 um
% | 20 000x | 5.00kV | ETD High vacuum | 20.7 pm | 2.99e-4 Pa KASTAMONU UNIV.

Sekil 5.24 Halamid S. aureus x 20.000 SEM goriintiisi

Sekil 5.24’te Halamid kimyasali uygulanmis S. aureus MRSA susunun 20.000

biiytitmedeki SEM goriintiisii verilmis ve biyofilm olusum sahalari isaretlenmistir.

Bu ii¢ gorlinti incelendiginde, S. aureus MRSA susuna F. fomentarius - EtOH
ekstraktt uygulandiginda biyofilm fiiretiminin azaldig1 agikga goriilmektedir. F.
fomentarius - EtOH ekstrakt1 ve negatif kontrol goriintiileri karsilastirildiginda en ¢ok
biyofilmin olustugu ortamin F. fomentarius - EtOH ekstraktinin bulunmadig: ortam
oldugu goriilmektedir. Halamid kimyasalinin biyofilm olusumunu azalttigi ve bunun

spektrofotometrik sonuglarla uyumlu oldugu goériilmiistiir.

5.5  Biyofilm AFM Goériintiilerinin Degerlendirilmesi

-1.4 uym

2.0 ym 2.0 ym

Sekil 5.25 P. hartigii-EtOH E. coli 7 AFM gorintiisii kargilastirmasi
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Sekil5.25’te solda P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmis, sagda ise kontroliin AFM
goriintiisti verilmistir. P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmig olan E. coli 7 susunun
biyofilm {iretimi ekstrakt eklenmemis olana gore daha yiiksek oldugu AFM
goriintiilerinde agik bir sekilde goriilmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar SEM

sonuglari ve spektrofotometrik sonuglar ile tutarhidir.

-1.7 um

2.0 pm 2.0 pm

Sekil 5.26 P. hartigii-EtOH E. coli 9 AFM goriintiisti karsilastirmasi

Sekil 5.26°da solda P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmis, sagda ise kontroliin AFM
goriintiisti verilmistir. P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmig olan E. coli 9 susunun
biyofilm iiretimi ekstrakt eklenmemis olana gore daha yiiksek oldugu AFM
goriintiilerinde agik bir sekilde goriilmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar SEM

sonuglar1 ve spektrofotometrik sonuglar ile tutarhidir.

-2.3 ym

2.0 ym 2.0 ym

Sekil 5.27 P. hartigii-EtOH E. coli 11 AFM goriintiisii karsilagtirmasi

Sekil 5.27°de solda P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmis, sagda ise kontroliin AFM
goriintiisti verilmistir. P. hartigii - EtOH ekstraktt uygulanmis olan E. coli 11 susunun

biyofilm {iretimi ekstrakt eklenmemis olana goére daha yiiksek oldugu AFM

189



goriintiilerinde agik bir sekilde goriilmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar SEM

sonuglari ve spektrofotometrik sonuglar ile tutarhidir.

1.0 um

i e i B -798.7 nm

2.0 pum 2.0 um

Sekil 5.28 P. hartigii-EtOH E. coli 12 AFM goriintiisii karsilastirmasi

Sekil 5.28’de solda P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmis, sagda ise kontroliin AFM
goriintiisti verilmistir. P. hartigii - EtOH ekstrakt1 uygulanmis olan E. coli 12 susunun
biyofilm tretimi ekstrakt eklenmemis olana gore daha yiiksek oldugu AFM
goriintiilerinde agik bir sekilde goriilmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar SEM

sonuglari ve spektrofotometrik sonuglar ile tutarhdir.

%Binm
899.6 nm
“2o0pm 2.0 pm

Sekil 5.29 P. hartigii-EtOH S. aureus AFM goriintiisii karsilastirmasi

Sekil 5.29°da solda P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmis, sagda ise kontroliin AFM
goriintiisti verilmistir. P. hartigii - EtOH ekstrakti uygulanmis olan S. aureus susunun
biyofilm {iretimi ekstrakt eklenmemis olana gore daha yiiksek oldugu AFM
goriintiilerinde agik bir sekilde goriilmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar SEM

sonuglar1 ve spektrofotometrik sonuglar ile tutarhdir.
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-1.7 ym

2.0 ym 2.0 ym

Sekil 5.30 P. hartigii-kloroform S. aureus MRSA AFM goriintiisii karsilagtirmasi

Sekil 5.30°da solda P. hartigii - kloroform ekstrakti uygulanmis, sagda ise kontroliin
AFM gorintiisii verilmistir. P. hartigii - kloroform ekstrakti uygulanmig olan S. aureus
MRSA susunun biyofilm {iretimi ekstrakt eklenmemis olana gore daha diisiik oldugu
yani biyofilm olusumunu inhibe ettigi AFM goriintiilerinde agik bir sekilde
goriilmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar SEM sonuglar1 ve spektrofotometrik

sonugclar ile tutarlidir.

904.9 nm

-814.4 nm

2.0 m T

Sekil 5.31 P. hartigii-kloroform C. albicans AFM goriintiisii karsilastirmasi

Sekil 5.31°de solda P. hartigii - kloroform ekstrakti uygulanmis, sagda ise kontroliin
AFM goriintiisii verilmistir. P. hartigii - kloroform ekstrakti uygulanmis olan C.
albicans susunun biyofilm iiretimi ekstrakt eklenmemis olana gére daha diistik oldugu
yani biyofilm olusumunu inhibe ettigi AFM goériintiilerinde agik bir sekilde
goriilmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar SEM sonuglar1 ve spektrofotometrik

sonugclar ile tutarlidir.
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g P ’ -803.5nm

“20um —20mm

Sekil 5.32 F. fomentarius-EtOH S. aureus MRSA AFM goriintiisii karsilastirmast

Sekil 5.32’de solda ekstrakt1 F. fomentarius - EtOH uygulanmis, sagda ise kontroliin
AFM goriintiisti verilmistir. F. fomentarius - EtOH ekstrakti uygulanmis, sagda ise
kontroliin AFM goriintiisii verilmistir. F. fomentarius - EtOH ekstrakti uygulanmis
olan S. aureus MRSA susunun biyofilm iiretimi ekstrakt eklenmemis olana gore daha
diisiik oldugu, yani biyofilm olusumunu inhibe ettigi AFM goériintiilerinde agik bir
sekilde goriilmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar SEM sonuglari ve

spektrofotometrik sonuglar ile tutarlidir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan Halamid kimyasalinin yapisi ile iliskili oldugu
diisiniilen bir durum nedeni ile AFM goriintiileri basarili bir sekilde elde

edilememistir. Asagida basarili olarak elde edilemeyen bir AFM goriintiisii verilmistir.

r d
00 Height Sensor 200um

Sekil 5.33 Basarisiz Halamid AFM goriintiisii
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5.6  Makromantarlarin Antioksidan Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

frez vd. (2021) tarafindan yapilan galismada F. fomentarius makromantarinin farkl
ekstraktlarinin DPPH radikali stiptirme testi ile antioksidan aktivitesi incelenmistir. 1
mg/mL F. fomentarius - kloroform ekstraktinin siipiirdiigii DPPH radikali %80,93 ve
1 mg/mL F. fomentarius - etanol ekstraktinin siipiirdiigii DPPH radikali %89,95 olarak

bulunmustur.

Diindar (2016) tarafindan yapilan caligmada aralarinda F. fomentarius’un da
bulundugu yedi makrofungusun metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal, antioksidan,
antikolinesteraz ve sitotoksik kapasiteleri arastirilmistir. Uygulanan antioksidan
testlerinden elde edilen sonuglara gore F. fomentarius en yiiksek aktivite gosteren

makrofungus oldugu goriilmiistiir.

Khadhri vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Tunus’ta yetisen, aralarinda F.
pinicola ve F. fomentarius’un da bulundugu 5 makromantarin etanol ekstraktlarinin
farmakolojik &zellikleri arastirilmistir. Arastirmaya gore tiim mantarlarin 8 farkl
bakteri susuna kars1 antibakteriyel etkisi oldugu ve F. fomentarius’un DPPH radikali
slipiirme testine gore en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir.
Bununla birlikte demir indirgeme giicii deneyinde F. pinicola’nin etanol ekstraktinin

en yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi rapor edilmistir.

Orhan (2017) tarafindan yapilan ¢alismada degisik bolgelerde yetismis F. fomentarius
da dahil dokuz farkli makrofungus tiiriiniin DPPH radikali siiptirme, toplam fenolik
icerik belirleme ve metal iyonu selatlama yontemlerinden yararlanilarak antioksidan
aktivite kapasitesi ve makrofunguslarin S. epidermidis ATCC 12228, P aeruginosa
ATCC 27853, S. aureus ATCC 2392, S. aureus ATCC 25923, E. coli O157:H7, E.
coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229 ve L. monocytogenes ATCC 7644 suslarina
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri aragtirnllmistir. Uygulanan antioksidan testlerinden
elde edilen sonuglara gore en yiiksek DPPH serbest radikal yakalama aktivitesini F.
fomentarius (%57-95 yakalama araligi, 1Cso: < 0,01 mg/mL), en disiik Armillaria
mellea (%25-39 yakalama araligi, I1Cso: 0,65 mg/mL) mantar1 gostermistir. En yliksek
metal selatlama aktivitesini A. mellea (% 52-80 araligi, 1Cs0: 0,0012 mg/mL), en diisiik
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T. versicolor (%10-35 araligi, ICso: 0,606 mg/mL) mantar1 gostermistir. Toplam fenol
miktar1 en yiiksek tiir F. fomentarius (46,8 mg/g) iken, en disiik tiir A. mellea (5,09
mg/g) olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada F. fomentarius ve T. versicolor mantarlar
onemli derecede antioksidan ve antibakteriyel etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. F.
fomentarius ekstraktlar1 ¢alismada kullanilan tiim suslara kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigi kaydedilmistir. S. aureus ATCC 2392 304+2,8 mm, S. aureus ATCC 25923
27+2.2 mm, E. coli O157:H7 27+2.,2 mm, E. coli ATCC 35218 19+1,9 mm, E. coli
ATCC 11229 2142 mm, ¢aplarinda zon olusumu gozlemlenmistir. F. fomentarius
makromantarinin DPPH siipiirme kabiliyeti analiz edildiginde ICso degerinin 0,01<

mg/mL oldugu gorilmistiir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, F. fomentarius - EtOH, ekstraktinin ICso degeri 0,865
mg/mL olarak bulunmusken, 1Cgo degeri 322,435 mg/mL olarak hesaplanmstir.
Ancak, ICqo degeri gozlenen siiplirme araliginin disinda oldugundan, bu hesabin
giivenirligi diisiiktir. F. fomentarius - kloroform ekstraktinin uygulandigi
konsantrasyonlarda bir antioksidan aktivite gézlenmemistir. P. hartigii - EtOH
ekstraktinin 1Cso degeri 0,427 mg/mL olarak bulunmusken, 1Cg degeri 1,839 mg/mL
olarak hesaplanmistir. P. hartigii - Kkloroform ekstraktinin  uygulandigi
konsantrasyonlarda bir antioksidan aktivite gézlenmemistir. F. pinicola - EtOH ve F.
pinicola - kloroform ekstraktinin uygulandigi konsantrasyonlarda bir antioksidan

aktivite gézlenmemistir.

Sonuglarin gostermis oldugu farklarin  muhtemel sebeplerinden biri numune
orneklerinin farkli zamanlarda ve farkli yerlerden toplanmis olmasi olabilecegi
degerlendirilmistir. Ayrica bu tez ¢alismasinda kullanilan mantar drnekleri uzun stire
once toplanmig olup, laboratuvar ortaminda uzunca bir siire bekletilmistir. Bu durum
goz Onilinde bulunduruldugunda 6rnek kompozisyonunda degisiklik olmus olma

olasiligi bulunmaktadir. Bu da sonuglarin farklilik gostermesinin nedeni olabilir.

Buradaki korelasyon analizinde kalan DPPH miktari {izerinden hesaplama yapilmistir.
C vitamini oldukga yiiksek oranda DPPH radikalini siipiirdiigii i¢in zay1if korelasyon
gostermis gibi goriinse de, daha fazla seyreltme yapildig: taktirde korelasyonun daha

yiiksek goriinme ihtimali beklenmektedir.
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5.7  P. hartigii - EtOH Ekstraktimmn GC/MS Sonuclarinin Degerlendirilmesi

GC/MS analizi sonucunda P. hartigii - EtOH ekstraktinin %19,19 oraninda etil oleat,
%16,53 oraninda etil linoleat ve %11,14 oraninda etil palmitat, %5,74 D - Alloz ve
%3,67 oraninda anetol igerdigi, bunlarla birlikte daha diisiik oranda farkli bilesenlere

sahip oldugu bulunmustur.

Etil oleat ve etil palmitat bilesenlerinin gida iriinlerinde tatlandirici ve aroma verici
olarak kullanilmakta oldugu bilinmektedir (EUFIA, 2012).

Baska bir arastirma ekibi, emiilgator olarak Tween 80 ve ortak emiilgator olarak n-
pentanol kullanarak bir etil oleat mikroemiilsiyonu ile ¢alismis ve etil oleatin hem S.
aureus, hem de P. aeruginosa’nin siispansiyon kiiltiirlerinde giiglii bir bakterisidal etki
ortaya koydugunu gostermislerdir Daha sonra mikroemiilsiyonun aktivitesi P.
aeruginosa'nin biyofilmlerine karsi degerlendirilmis ve emiilsiyonlarin ozellikle
patojen memranlarina baglanabilecegi ve etkileyebilecegi sonucuna ulasilmistir (Al-
Adham vd., 2000, 2003; Ferreira vd., 2010; Hamouda ve Baker, 2000).

Etil linoleat bileseninin kozmetik alaninda yumusatici veya koku bileseni olarak
kullanildig1 bilinmektedir (EUCOSMETICS, 2006). Ayrica antibakteriyel bir bilesen
oldugu literatiire kazandirilmigtir (Shade vd., 2020). Yag asidi bilesenleri olan etil
linoleat ve metil linoleatin P. aeruginosa susunda quorum sensing inhibitori olarak
etki gosterdigi daha once yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Musthafa vd., 2017,
Prasad vd., 2019). Quorum sensing inhibitorii olarak etki gosteren bir kimyasalin,

biyofilm ile iliskilendirilmesi miimkiindjir.

D - Alloz bileseninin ortopedik omurga cerrahisinde ameliyat sonrasi iyilesme hizini
artirdi@i bilinmektedir (URL-1, 2022).

Anetol bileseninin tatlandirici ve aroma verici olarak kullanilir. Anason, yildiz anason

ve rezene gibi bitkisel yaglarin ana bilesenidir (Karaffa, 2013).
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58 P. hartigii - Kloroform Ekstraktimn GC/MS Sonuc¢larimin

Degerlendirilmesi

GC/MS analizi sonucunda P. hartigii - kloroform ekstraktinin %21,23 oraninda metil
behenat, %8,59 oraninda 9-octadecenamid ve %8,22 oraninda metil stearat igerdigi,

bunlarla birlikte daha diisiik oranda farkli bilesenlere sahip oldugu bulunmustur.

9-Octadecenamid, hayvan yemlerinin islenmesinde ve depolanmasinda, gida
boyalarinda ve gida koruyucularinda, antioksidanlarda kullanilan bir bilesendir (Gault
vd., 2002).

59 F. fomentarius - EtOH Ekstraktimm GC/MS Sonug¢lariin

Degerlendirilmesi

GC/MS analizi sonucunda F. fomentarius - EtOH ekstraktinin %15,86 oraninda stearik
asit, %14,28 oraninda palmitik asit, %11,28 oraninda alfa-linoleik asit, %1,13
oraninda linokain hidroklortir, ve %2,83 oraninda D - alloz igerdigi, bunlarla birlikte

daha diisiik oranda farkli bilesenlere sahip oldugu bulunmustur.

Stearik asit, giiclii bir anti-inflamatuar lipid olarak taninir. Bu yag asidinin karaciger
metabolizmasi tizerinde derin ve gesitli etkileri bulunur (Goradel vd., 2016; Khalil vd.,
2000)

Yag asitlerinin bir ¢ogunun degisen diizeylerde farkli suslara karsi antibakteriyel,
antifungal, antioksidan ve antibiyofilm ozelligi oldugu bilinmektedir. Bunlarin
arasinda palmitik asit, stearik asit de bulunmaktadir (Bentrad vd., 2017; Kumar vd.,
2020; Prasath vd., 2020; Xie vd., 2021).
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510 F. fomentarius - Kloroform Ekstraktimn GC/MS Sonuclariin

Degerlendirilmesi

GC/MS analizi sonucunda F. fomentarius - kloroform ekstraktinin %21,44 oraninda
metil stearat, %18,71 oraninda 9,12-oktadekadienoik asit, %18,70 oraninda metil
palmitat, igerdigi, bunlarla birlikte daha diisiik oranda farkli bilesenlere sahip oldugu

bulunmustur.

Metil palmitat, deterjanlarin yapiminda, plastik {iretiminde ve hayvan yemlerinde
kullanilir. Antienflamatuvar, antimikrobiyal ve antifungal 6zelligi bulunmaktadir (EI-
Demerdash vd., 2011; Lewis, 2016; Mantawy vd., 2012; Roopa vd., 2020; SR ve
Singaravadivel 2014; Wang vd., 2009).

5.11 F. pinicola - EtOH Ekstraktinin GC/MS Sonuclarinin Degerlendirilmesi

GC/MS analizi sonucunda F. pinicola - EtOH ekstraktinin %55,23 oraninda 9-
oktadekanoik asit, %5,60 oraninda palmitik asit, %7,97 oraninda metil dihomo-gama-
linolenat %6,99 oraninda Inokain hidrokloriir, %4,58 oraninda anetol ve %2,15
oraninda D - alloz igerdigi, bunlarla birlikte daha diisiik oranda farkl: bilesenlere sahip

oldugu bulunmustur.

Trans-anetoliin S. aureus suslarinda mupirocin duyarliliginin artirllmasinda ve
biyofilm olusumunun azaltilmasinda etkili oldugu daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
gosterilmigtir (Kwiatkowski vd., 2019). Molekiiler dokking analizleri sonucunda
anetoliin quorum sensing iletisim sistemini ve biyofilmi inhibe ettigi bilinmektedir
(Ganesh vd., 2019).

512 F. pinicola - Kloroform Ekstraktimn GC/MS Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

GC/MS analizi sonucunda F. pinicola - kloroform ekstraktinin %54,74 oraninda oleik
asit, %9,50 oraninda stearik asit, %8,78 oraninda metil behenat, icerdigi, bunlarla

birlikte daha diisiik oranda farkl bilesenlere sahip oldugu bulunmustur.
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Biitiin bu sonuglara bakildiginda makromantarlardan elde edilmis olan ekstraktinda
goriilen etkilerin sebebinin igeriklerinde bulunan major bilesenler olabilecegi ileri

surtlebilir.
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, oncelikle Klinik izole 12 E. coli susu, 2 adet S. aureus susu, P.
mirabilis, S. pneumoniae, S. flexineri, A. baumannii, C. tropicalis, C. glabrata ve C.
albicans suslarina biyofilm olusturanlar1 belirlemek i¢in CRA yo6ntemi uygulanmis
olup, bu deneyin sonucunda E. coli 3, E. coli 7, E. coli 8, E. coli 9, E. coli 10, E. coli
12, S. aureus ve S. aureus MRSA mikroorganizmalarinin biyofilm iirettigi sonucuna

ulasilmustir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda P. hartigii - EtOH ekstraktinin E. coli 7, E. coli 9, E.
coli 11, E. coli 12 ve S. aureus suslarina kars1 degisen diizeylerde biyofilm iiretimini

aktive edici etkisi oldugu goriilmiistiir.

Biyofilmler, hayvan yemleri, biyoyakit hammaddeleri, yiiksek degerli kimyasallar,
farmasotik olarak aktif bilesikler ve biyoplastikler gibi bazi degerli {irtinleri
gelistirmek i¢in kullanilma avantajina sahiptir. Biyofilmlerin ayrica fotosentetik bir
plazmonik voltaik cihazda elektrik giicii iiretmek gibi bazi baska ilging uygulamalari
da bulunmaktadir (Markou ve Georgakakis, 2011; Pan vd., 2019; Zurnac1 vd., 2021).

Nie ve arkadaglari 2019 yilinda ilk kez yiiksek giiclii ve yiiksek enerjili piller i¢in
biyofilm kapli bir ayiric1 gelistirmisler. Biyofilm kapli nanofiberler, elektrolit
1slanabilirligini ve lityum aktarim sayisini iyilestirdigi gibi, ayiricilar ve elektrotlar
arasindaki yapigmayi artirir. Bu agidan biyofilm olusumunu tetiklemenin birgok

avantaj1 olabilecegini sdylemek miimkiindiir.

F. fomentarius - EtOH ekstraktinin S. aureus MRSA susuna ve P. hartigii - kloroform
ekstraktinin S. aureus MRSA ve C. albicans suslarina karsi degisen diizeylerde

biyofilm tiretimini inhibe edici etkisi oldugu goriilmiistiir.

Biyofilmlerin daha ¢ok vaskiiler kateterler, Foley kateterler ve beyin omurilik santlar
ile iligkili enfeksiyonlardan sorumlu oldugu, ayrica cilt ve disler gibi baz1 dokularda
baz1 hastaliklara neden oldugu bilinmektedir Biyofilmler, biyofilm olusturan

mikroorganizmalarda antibiyotiklere veya mantar 6nleyici maddelere karsi direncin
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artmasindan da sorumludur. Bu nedenle biyofilm olusumunun engellenmesi halk
saglig1 ve endiistri i¢in oldukg¢a 6nemlidir (Jabra-Rizk vd., 2004; Lopez vd., 2010;
Richet ve Fournier 2006; Rodriguez-Baiio vd., 2003, 2004; Rodriguez-Baiio vd., 2008;
Zurnaci vd., 2021).

Bu tez calismasinda P. hartigii - EtOH, F. fomentarius - EtOH, P. hartigii-kloroform,
F. pinicola - EtOH ve F. pinicola - kloroform ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. F. fomentarius - EtOH, ekstraktinin 1Cso degeri 0,865 mg/mL olarak
bulunmusken, giivenirligi diistik olmakla birlikte 1Cqo degeri 322,435 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Ayrica, P. hartigii - EtOH ekstraktinin ICso degeri 0,427 mg/mL olarak
bulunmusken, 1Cgo degeri 1,839 mg/mL olarak hesaplanmistir. Ote yandan, F.
fomentarius - kloroform, P. hartigii - kloroform, F. pinicola - EtOH ve F. pinicola -
Kloroform ekstraktlarinin uygulandigi konsantrasyonlarda bir antioksidan aktivite

gozlenmemistir.

200



7.  ONERILER

Bu tez caligmasinda elde edilmis olan antibiyofilm sonuglari incelendiginde, yalnizca
spektrofotometrik  deneylerin  uygulanarak  kesin  sonuca her zaman
ulagilamayabilecegi, bu deneylerin mutlaka SEM, AFM ve/veya baska yontemleri
kullanilarak desteklenmesi gerektigi anlasilmistir. Bu sebeple, ileride yapilacak
biyofilm arastirmalarinda spektrofotometrik deneylere ek olarak SEM ve/veya AFM
gibi caligmalarin da yapilmasmin daha dogru sonu¢ vereceginden bu deneylerin

kombine kullanimi onerilebilir.

Biyofilmlerin aktive edilmesinin 6nemi goéz Oniine alindiginda, bu ¢alismada
kullanilan ve dikkat ¢ekici bir biyofilm aktivasyon etkisi gosteren P. hartigii - EtOH

ekstrakti ile bu hususta ileri ¢aligmalarinin yapilmasi 6nemlidir.

Ote yandan biyofilmlerin inhibe edilmesinin de ©6neminin acik oldugu
diistintildiigiinde, bu ¢alismada kullanilan ve biyofilmi inhibe edici etki gosteren P.
hartigii - kloroform ve F. fomentarius - EtOH ekstraktlarinin bu hususta ileri

calismalarinin yapilmasida 6nem teskil etmektedir.

Bunlara ek olarak yapilan igerik analizi sonuglarinda major komponent olarak bulunan
bilesenlerin ekstraktlarin biyofilmi aktive edici veya inhibe edici etkinin nedeni olup
olmadigmin tespit edilebilmesi i¢in, bu bilesenlerin saflastirilarak veya ticari olarak
ulagilabilenlerin satin alinarak ileri arastirilmalarinin yapilmasi da 6nemli sonuglar

elde edilmesini saglayabilecektir.

Ayrica yapilacak ileri ¢aligmalarda bu ¢aligmalara ilave olarak, 6zellikle biyofilmin
inhibe edildigi durumlarda biyofilm icinde varsa kalan canli hiicre miktarinin da

belirlenmesinin faydali olacagi degerlendirilmistir.
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EKLER



EKLER

EK A Optimum Biyofilm Parametrelerinin Istatistik Sonuclari

E. coli 3’e ait 24 saatlik sonuglarin karsilastirilmasi

Varyans Analizi Tablosu

Ho: Ug tekrarli sonug istatistiksel olarak benzerdir.

Df Sum Sq Mean Sq Fvalue Pr(>F)
E.coli 3 24 Saat 2 0,0008514 0,00042572 0,979  0,3985
Residuals 15 0,0065228 0,00043486
p-degeri > 0,05 oldugundan dolay1, Ho hipotezi kabul edilmistir.
E. coli 3’e ait 48 saatlik sonu¢larin karsilastirilmasi
Varyans Analizi Tablosu
Ho: Ug tekrarli sonug istatistiksel olarak benzerdir.
Df  Sum Sq Mean Sq Fvalue Pr(>F)
E. coli_3 48 Saat 2 0,007219 0,0036095 1,4817 0,2587

Residuals 15 0,036541 0,0024361

p-degeri > 0,05 oldugundan dolay1, Ho hipotezi kabul edilmistir.
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E. coli 3’e ait 24 saat ile 48 saatlik sonuclarin karsilastirilmasi

Varyans Analizi Tablosu

Ho: 24 saat ve 48 saat verileri istatistiksel olarak benzerdir.

Df Sum Sq Mean Sq  F value

Pr(>F)

E.coli_3_24 48 Saat 1 0,035208 0,035208 29,418 0,0002914***

Residuals 10 0,011968 0,001197

Signif. codes:,0,****’,0,001,°***,0,01,°**,0,05,°.”,0,1,°,”,1

p-degeri < 0,05 oldugundan dolayi, Ho hipotezi reddedilmistir.

E. coli 7’ye ait 24 saatlik sonuc¢larin karsilastirilmasi

Varyans Analizi Tablosu

Ho: Ug tekrarli sonug istatistiksel olarak benzerdir.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
E. 2 0.0033444  0.00167222 4.377 0.03182*
coli_7 24 Saat
Residuals 15 0.0057307  0.00038204
Signif. codes:,0,****,0.001,°***,0.01,°**,0.05,°.”,0.1,°,’,1
p-degeri < 0,05 oldugundan dolay1, Ho hipotezi reddedilmistir.
E. coli 7’ye ait 48 saatlik sonu¢larin karsilastirilmasi
Varyans Analizi Tablosu
Ho: Ug tekrarli sonug istatistiksel olarak benzerdir.
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
E. coli_7 48 Saat 2 0,0064408  0,0032204 2,6818 0,101

Residuals 15 0,0180122  0,0012008

p-degeri > 0,05 oldugundan dolayi, Ho hipotezi kabul edilmistir.
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E. coli 7°ye ait 24 saat ile 48 saatlik sonuglarin karsilastirilmasi

Varyans Analizi Tablosu

Ho: 24 saat ve 48 saat verileri istatistiksel olarak benzerdir.

Df SumSg MeanSq  Fvalue Pr(>F)

E.coli 7 24 48 Saat 1 0,0312120 0,031212 82,144  3,885¢-06%**

Residuals 10  0,0037997 0,000380

Signif. codes:,0,****’,0,001,°***,0,01,°**,0,05,%,”,0,1,°,”,1

p-degeri < 0,05 oldugundan dolay1, Ho hipotezi reddedilmistir.

E. coli 8¢ ait 24 saatlik sonu¢larin karsilastirilmasi

Varyans Analizi Tablosu

Ho: Ug tekrarli sonug istatistiksel olarak benzerdir.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

E. coli_8_48_ Saat 2 0,0043508 0,00217539  2,7368 0,09699,
Residuals 15 0,0119228 0,00079486

Signif. codes:,0,****’,0,001,°***,0,01,°**,0,05,°,”,0,1,°,,1

p-degeri < 0,05 oldugundan dolayi, HO hipotezi reddedilmistir.

E. coli 8’e ait 48 saatlik sonu¢larin karsilastiriimasi

Varyans Analizi Tablosu

Ho: Ug tekrarli sonug istatistiksel olarak benzerdir.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

E. coli_8 48 Saat 2 0,0089621  0,0044811 2,2112 0,144
Residuals 15 0,0303975  0,0020265

p-degeri > 0,05 oldugundan dolay1, Ho hipotezi kabul edilmistir.
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