CE Um/

oWl
00

&

T.C
DUZCE UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

Amanita phalloides EKSTRAKLARININ ANTIMIKROBIYAL
ETKISININ ARASTIRILMASI

Sabire KARAYAKALI
YUKSEK LiSANS TEZI

FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi Nuri Cenk COSKUN

IKINCI DANISMAN
Prof. Dr. Ertugrul KAYA

DUZCE, 2022



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin asamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin

olmadig1 beyan ederim.

31/12/2021
Sabire KARAYAKALI



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca destegi ve hosgoriisiinii her zaman hissettigim ve tez
calismamda yardimlarimi esirgemeyen degerli hocam ve tez danismanim Sayi Dr. Ogr.

Uyesi Nuri Cenk COSKUN’e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez galigmam i¢in gerekli mantar materyalini temin eden ve bilgi ve tecriibelerininden
yararlanma firsatt buldugum ikinci tez danismanim Prof. Dr. Ertugrul KAYA’ya ve
gerekli mikroorganizmalari temin etmemde yardimci olan ve bilgi ve tecriibelerinden

yararlanma firsati buldugum Dog¢. Dr. Emel CALISKAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢alismamda bana yardimeci olan Diizce Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvar’nda calisan asistan doktorlarimiza, Diizce Universitesi GETAT

calisanlarina ve doktora 6grencilerine tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca destegini ve sevgisini hi¢cbir zaman esirgemeyen anneme

tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan

2019.04.03.1018 numarali proje ile desteklenmistir.

Sabire KARAYAKALI



ICINDEKILER

TESEKKUR......cvtuierurersressessssssesssesssesssssssssesssesssessssssssssesssesssssssssssssesssessssssssssesssesssesssssessssssasesanes i
RESIM LISTES....rvrumrssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss iv
TABLO LISTESL...ovruuureesneessseesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanas %
SEKIL LISTEST ...cuscureseressesssesssessessssssssssssssessssssssssssssssssesssessssssssssesssessssssssssssssesssssssessssssesares Vi
KISALTMALAR ve SIMGELER LISTESI ....ccovcrurressssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnees Vii
[0/ 1
ABSTRARCT ... cererscrsesssssscsssssseesmssssssmesssssmssmssssssmssssssnssmsssessmssssssmesmssanesmssss snssasssnssmsssnssnsan 2
1. GIRIS V& AMAG ....cimererererssesssssesssesssesssesssssssssssssssssesssessssssssssesssesssssssssssssssssesssessssssssssesares 3
2. GENEL BILGILER .euevuueeessseesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssasssas 5
2.1. AMAnita CiNSi IMANTATIAT ...ccuviieiiiee et e et e e e st e e s s te e e s aaeeeessbaeeessseeessseeeessseessnes 5
2.2. AMANIEA PRAIIOILES ...t ettt et bt e sab et saneenneas 6
2.2.0. TAKSONOMI ...ttt sttt ettt b et eae ettt et sb e s bt e bt ea s e b e abesbeebesaeeb e e st et e beseeebesbeeneeneenean 6
2.2.2. TANIMIAIMA ..vitiiieiiiieiiie ettt e see st e e sbee s be e sbee s beesbeesabeesabeesabeessbeesabeesaseesabeesnseesnbeesnseesnseesseenn 7
2.2.3. Dagilim ve NADITAL ..o e 8
2.2.4. Amanita phalloides toKSiSIteSi Ve tEAAVISI.......cceeteriirieririerieeiieteee et 8
2.3. AManita phalloides TOKSINIEI....c...eiiiiiiiieeiee ettt sttt sttt e sb e s reesbeeesneeeane 11
2,31 AMALOKSINIET ..ottt ettt st ettt ettt e e st e et st ese et e s e sesaeebesseensensensensesseesesneensensans 12
2.3.2. PRAIIOTOKSINIEE ...ttt sttt ettt sttt et e e saesbesneenaesensesseseeesasneenneneans 18
2.3.3. VITOTOKSINIEE ...ttt st b et ettt e b sbe e st e e et e besbeebeeaeeneeneens 20
2.4. Amanita phalloides Toksinlerinin Analiz YONteMIEr .....oeviviiiiiiiiieeiee et 21
2.5, ANtiMiKrobiyal TeAavi HKEIETT ......c.iiviieeiiiiiceiseeee sttt ettt sttt b e eaesaessens 22
2.5.1. Antibiyotiklerin etki meKanizZmalart ...........cccvevveeieeieseesieeee e see e re e ae e reeeees 23
2.5.2. Antibiyotik direncinin ortak meKanizmalart ............cceeeereererseriienie e 26
2.6. Antimikrobiyal Etki Calismalarinda Kullanilan Mikroorganizmalar ........c.ccceeeeeriieeieeniienneennieeneeene 27
2.6.1. Metisiline direngli SEAPAYIOCOCCUS QUIEUS ..........cccueeeeiiieiieiiiieieesiet et 27
2.6.2. SEAPAYIOCOCCUS QUIBUS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ate s be e e aeeesnteesanesnneas 28
2.6.3. PSEUAOMONAS GEIUGINOSA. ... ccuverereieeerieeireesteeseeteestesseesseesseesesssessessaesseesseesssessessesssesssessessseessens 28
2.6. 4. ESCREIICRIA €O ..ottt ettt et e st e e ettt e st e e e sttt e e s sabaeeseaneeas 28
2.6.5. ENLEIrOCOCCUS FUBCAIIS .......uoeeeeeieeeeiee e e ettt ettt e ettt e e e et e e e et e e e st e e e e ata e e s eabaeeesabaeseensteeeenanenas 29
2.6.6. Candida @IDICANS ........ceiiriiiriieee ettt be e be 29
2.6.7. Candida ParapSilOSiS ......coeeririeiririeire e b e st b e et ebe 29
3. GERECve 0]\ 2\ (R 31
N B 1= =T o TP 31
3. 1.1, MIANTAT NMUMUNESE . c.tteutetete sttt ettt ettt et stteat et e st e e sbesbeeaeeae e s ene e besaesbesaeeneensensebesbeebesaeensensans 31
3.1.2. Kullanilan test mikroorganizmalart........c.coevieieieiieiieninincceeecce e 31
3.1.3. Laboratuvar KOSUIIATT .......c..eeieiuiiiiiciie ettt e e e e e e e e s e e e e sste e e senneeeesnnneeesnnneeennnes 31
3.1.4. Kullanilan KimyaSallar ........c.eeeueiiieiniieiieeniee ettt sttt st e st st e st e sneesbaesnseesane 31
3.1.5. Cihazlar ve teknik Materyaller ..........cooiviieiieieeses ettt 32
R o101 (=] 4 o DO TP PO PPUPPPPTPN 32
3.2.1. Mantar ekstraktinin hazirlaniSi........ccoeereerieiiiiiiniinieieeseeeee sttt 32
3.2.2. EKSIraKSTYON VEFIMI ...oueiiiiiiiiiieeieteee sttt sttt e s sb ettt e bbbt eaeeneen 35
3.2.3. Antimikrobiyal aktivite taYini .......ccooeiiiiiiiiee e e e e e e 35
3.2.4. Amanita phalloides ekstraktlarinda alfa ve beta amanitin tayini........ccccccceiieceeencee e, 36



4. BULGULAR ..o ssssssssssssssassssssssassssssssassssssssassssssanans 38

4.1. Antimikrobiyal AKtiVIte BUIGUIAIT .....cccveeiieiiee ettt e e et e e et e e e e anneas 38
4.2. Amanita phalloides Ekstraktlarinda Alfa ve Beta Amanitin Tayini Bulgulari..........cccccovciieeecineeennen. 46

4.2.1. Alfa ve beta amanitin taYiNi .......cccoceiieieieieiescs ettt reeaaeneens 46

4.2.2. Alfa ve beta amanitin miktar analizi ..........ccoooeeiieiieiiiiieeeceece e 47
5. TARTISMA Ve SONUC .....cooiiimrusssmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssess 49
ST 1 0.0 L 54
7. KAYNAKLAR ....octcitirstrsssmsessssssssssessssssssssesssssssasssssmsssssssessmssssasssssassssssssssnssssanssnsassssnnnsssnnss 55

8. OZGECMIS ....cooeeueruscrsessssesssessssssssssss s sssss s sssss s ssssssssssssssssss s sasssssssssseess 60



RESIM LISTESI

Resim 2.1. Amanita Phalloidest? ..........cciuiriieeeeess et 6
ReSIM 3.1, CalKalamall €1V ......eveieieiiiitiieeiieieiee ettt sttt st e besbeeseeseebesbesbesbeeneaneas 33
Resim 3.2. Filtrelenen eKStraktlar ..o 34
RESIM 3.3. ROLAIY EVOPATOTOT ...vveverieristeietestesieresteseesesteseesesbeseesesbeseesesbeseesesbeseesesbe e esesbeseesesbeseesesteseesentens 34
RESIM 3.4, LiYOTIIZALOT ..vevvveveeiseeteisiet ettt b ettt nn et 34
Resim 3.5. Calismada kullanilan HPLC CINAZI.......ccccviviieeieieiiese st se e see e sre e aneas 37
Resim 4.1. MSSA (ATCC 29213) tiiriine kars1 bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif kontrollerin
INNIDISYON ZONIATT ...t r et ennr e nr e nre e reereenne s 38
Resim 4.2. MRSA (ATCC 43300) tiiriine kars1 bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif kontrollerin
INNIDISYON ZONIATT . ....viiiiiiiicice e e sr e nr e eneas 39
Resim 4.3. Pseudomonas aeruginosa (klinik izolat) tiiriine kars1 bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif
kontrollerin inhibiSYOn ZOMIAIT .........ccoriiiiiiiiriiiee e 39
Resim 4.4. Enterococcus faecalis (ATCC 29212) tiiriine kars1 bitki ekstraktlarimin, negatif ve pozitif
kontrollerin inhibiSYON ZONIATT .......ccuiiiiiiiiie it 40
Resim 4.5. Escherichia coli (ATCC 25922) tiiriine kars1 bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif
kontrollerin inhibiSYON ZONIATT .......ccuiiiiiiiiie et 40
Resim 4.6. Candida albicans (klinik izolat) tiiriine kars1 bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif
kontrollerin inhibiSYOn ZONIATT ......cccueiiiiiiiii et 41
Resim 4.7. Candida parapsilosis (ATCC 22019) tiirtine kars1 bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif
kontrollerin inhibiSYOn ZONIAIT .........ccuerviiiiiiiiniiieie e 41



TABLO LIiSTESI

Tablo 2.1. Amatoksin zehirlenmesinin klinik 6zelliKIEri? 2> ..........ovvviiiriercres e 9
Tablo 2.2. Kemoterapiklerin etki mekanizmalarina gére gruplandirilmasi ve bazi érnekler®.................... 25
Tablo 2.3. Mikroorganizmalarda antibiyotik direng mekanizmalari®® ..............ccocoeveveivcviieieieieieeevernens 27
Tablo 4.1. Amanita phalloides mantarinin antimikrobiyal aktivitesi........c.coerirererniineisinesecseseeeen, 42
Tablo 4.2. Metanol ve distile su ile hazirlanan ekstrelere ait alfa ve beta amanitin dalgalarinin tutulma
.00 1| T T T TR PPP PRSPPI 47
Tablo 4.3. Mantar ekstrelerindeki alfa ve beta amanitin miktart (mg/ml) ..........ccocevvoininnineneinineeen, 48



SEKIL LiSTESI

Sekil 2.1. Amatoksinlerin kimyasal yapisi?26:2944 s 14
Sekil 2.2. a-amanitin ile kompleks halinde 10 alt birim RNA polimeraz I1’nin kristal yapisi?. ............... 16
Sekil 2.3. Phallotoksinlerin kimyasal yapisi?5:294 .. ..o, 19
Sekil 2.4. Virotoksinlerin kimyasal yap1si?320 ..............cccciiiiiiiiiiceiie e 21
Sekil 4.1. A. phalloides ekstraktlarinin Metisilin Dire¢li Staphylococcus aureus (MRSA)’a karsi
INNIDISYON ZON CAPLATT ..evviieiiiiesiee ettt r e nre e nr e nreenreeneenne s 44
Sekil 4.2. A. phalloides ekstraktlarinin Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus (MSSA)’a karsi
INNIDISYON ZON CAPLATT ..ttt r e nn e e r e e reenneenne s 44
Sekil 4.3. A. phalloides ekstraktlarinin Pseudomonas aeruginosa’ya karsi inhibisyon zon ¢aplart .......... 45
Sekil 4.4. A. phalloides ekstraktlarinin Escherichia coli’ye karsi inhibisyon zon ¢aplart ..........c.cccveeenee. 45
Sekil 4.5. A. phalloides ekstraktlarinin Enterococcus faecalis’e karsi inhibisyon zon gaplart .................. 46
Sekil 4.6. SE17€ @it KIOMAtOZIAIM ....ecuviieiiieiiiriiir ittt eneas 47

vi



KISALTMALAR ve SIMGELER LiSTESI

A Aseton

ADC Antikor-lag Konjugatlari

AE Aseton Ekstraktt 150 mg/ml

CFU Colony Forming Unit

CLSI Clinical and Laboratory Standarts Institute

DNA Deoksiribontikleikasit

DUGETAM Diizce Universitesi Geleneksel ve Tamamlayici Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezi

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

GIS Gastrointestinal Sistem

HPLC Yiiksek Basingli (Performansli) Sivi Kromatografisi

HPTLC Yiiksek Performansli Ince Tabaka Kromatografisi

ip Intraperitoneal

K Kloroform

KE Kloroform Ekstrakt1 150 mg/ml

LC S1v1 Kromatografisi

LC-MS Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometre

LC/ESI-TOF-MS  Sivi Kromatografisi- Elektrosprey Iyonizasyon Ugus Siiresi-
Kiitle Spektrometrisi

LDso Lethal Doz

M Metanol

MDR Coklu Ilag Direnci

ME Metanol Ekstarkt: 150 mg/ml

mg Miligram

MHA Mueller-Hinton Agar

MIK Minimum Inhibitér Konsantrasyon

ml Mililitre

MRSA Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
MSSA Methicillin Susceptible Staphylococcus aureus
MS Kiitle Spektrometrisi

ng Nanogram

vii



RNA
RP-HPLC
S
SE1l
SE2
SE3
TLC
uv
pL
ng
pg

Riboniikleik Asit

Ters Fazli Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
Distile su

Distile Su Ekstarkt1 150 mg/ml

Distile Su Ekstarkt1 300 mg/ml

Distile Su Ekstarkt1 600 mg/ml

Ince Tabaka Kromatografisi

Ultraviole

Mikrolitre

Mikrogram

Pikogram

viii



OZET

Amanita phalloides EKSTRAKTLARININ ANTIMIKROBIYAL ETKISININ
ARASTIRILMASI

Sabire KARAYAKALI
Yiiksek Lisans Tezi, Farmakoloji Anabilim Dali
Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi Nuri Cenk COSKUN
Ocak 2022,60 sayfa

En zehirli mantar tiirlerinden olan Amanita phalloides isimli sapkali mantar tiiriiniin
kloroform, aseton, metanol ve distile su ile hazirlanan ekstraklarinin, Candida
parapsilosis, Candida albicans, Metisilin duyarli Staphylococcus aureus (MSSA),
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Metisilin direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) tiirlerine kars1 antimikrobiyal etkisi arastirildi. Yontem
olarak in vitro disk diflizyon yontemi kullanildi. Bulgulara gore; en yiiksek
antibakteriyel aktivitesi MRSA ve MSSA tiirlerine karsi bulunmakla birlikte diger
bakterilere karsi da farkli seviyelerde antibakteriyel aktivite gosterdigi saptandi. Sonug
olarak; sadece Amanita phalloides’in distile su ile hazirlanan ekstraktinin bakterilere
kars1 etkisi oldugu fakat antifungal etki gdstermedigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Amanita phalloides, Antibakteriyel, Disk diflizyon, Ekstrakt,
MRSA



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTIMICROBIAL EFFECT OF Amanita phalloides
EXTRACTS

Sabire KARAYAKALLI
Master of Science, Depertment of Pharmacology
Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Nuri Cenk COSKUN
Ocak 2022, 60 pages

The antimicrobial effect of Amanita phalloides extracts, one of the most poisonous
mushroom species, prepared with chloroform, acetone, methanol and distilled water
were investigated against Candida parapsilosis, Candida albicans, Methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus (MSSA), Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
species. In vitro disc diffusion method was used as a method. According to the findings;
While the highest antibacterial activity was against MRSA and MSSA species, it was
determined that it showed different levels of antibacterial activity against other bacteria.
As a result; It was determined that only the extract of Amanita phalloides prepared with
distilled water had an effect against bacteria but did not show an antifungal effect.

Key Words :Amanita phalloides, Antibacterial, Disc diffusion, Extract, MRSA



1. GIRIS ve AMAC

Antibiyotikler, mikrobiyal enfeksiyonlar ile miicadelede temel tedavi kaynagidirlar’.
Ulkemizde kullanilan ilaglar arasinda antibiyotikler ilk sirada yer alir?. Giiniimiizde
cesitli antibiyotiklerin toplumda tiiketiminin, immun sistemi zayiflamis hastalarin
sayisinin Ve yogun bakim finitelerinin sayisinin artmast ile gida ve hayvancilik
endiistrisinde  antibiyotik  kullanilmasi  gibi  nedenlerle  mikroorganizmalardaki
antibiyotik direnci giderek artmaktadir®*. Antibiyotik direnci; bir mikoorganizma
tirliinlin bazi suslariin antibiyotikten etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarli bir
susun ¢esitli diren¢ mekanizmalarindan biri ile direngli hale gelmesi olarak
tanimlanmaktadir. Direng gelismesi tedaviyi giiclestirmekte ve basta mortalite ve
morbidite artis1 ile birlikte ekonomik kayba neden olmaktadir®. Antibiyotiklere karsi
direncin artmasi ve yayilmasi bireyleri ve toplumu tehdit eden enfeksiyonlarin riskini
daha da arttirmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii tarafindan yaymnlanan rapora goére
antibakteriyel diren¢ nedeniyle her yil, 2050 yilina kadar 10 milyon insanin hayatini
kaybedecegi bildirimistir. Antimikrobiyal diren¢ yakin gelecekteki en Dbiiyik
tehditlerden biri olarak kabul edilmektedir. Yeni antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesi,

bu sorunun iistesinden gelmenin temel taslarindan biri olarak kabul edilmektedir®®.

Dogal iirlinler, 20. ylizyilin ortalarindaki antibiyotiklerin altin ¢agindan bu yana
patojenik bakterilere kars1 giiclii terapotikler olarak hizmet etmektedir®. Mantarlarin
tedavi edici ozellikleri binlerce yildir insanlar tarafindan bilinmektedir. Baz1 mantar
tirleri  igerdikleri  bilesenler sayesinde antitiimor, bagisiklik  diizenleyici,
kardiyovaskiiler ve antimikrobiyal dzellige sahiptirler®’. Mantarlar protein, polisakkarit
bilesikleri (polisakkarit-K, polisakkaritpeptid ve lentinan), ikincil metabolitler
(terpenler, alkaloidler ve laktonlar ) ve enzimler (lakkaz, glukozoksidaz ve peroksidaz)
gibi terapstik ozellige sahip bircok karmasik madde igerirler’. Makrofunguslarin
antimikrobiyal etkileri; fungal yapida sentezlenen ve cogunlukla organizmaya 6zgii bazi
fenolik bilesikler, piirinler, primidinler, kinonlar, terpenoidler ve fenilproponoid tiirevi
gibi  antagonistik  maddelerden  kaynaklanmaktadir’®.  Antimikrobiyal  etki
mekanizmalar1 ise; hiicre duvari biyosentezinin inhibe edilmesi ve litik enzimlerin

aktive edilmesi, sitoplazma membraninin permeabilitesinin arttirilmasi,  protein
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sentezinin  engellenmesi, DNA  replikasyonunun  engellenmesi  veya DNA
kontroliindeki mRNA sentezinin bozulmasi, intermediyer metabolizmay1
bozmak seklinde bes grup halinde belirtilir*®. Kullanilan antibiyotiklerin pek cogu
mikrofunguslardan ve aktinomisetlerden izole edilerek hazirlanmaktadir. Ulkemizde
makrofunguslarin tespitine yonelik ¢alismalarin yanisira onlarin  farmakolojik,
endiistriyel ve tibbi ozelliklerinin de ortaya cikarilmasi gerekmektedir®. Mantarlarin
antimikrobiyal etkinliklerinin arastirilarak yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfedilmesine

yonelik ¢alismalar yapilmaktadir®.

Diinyanin birgok bolgesinde ve iilkemizde bol miktarda yetisen Amanita phalloides
mantar1 dliimciil mantar zehirlenme vakalarmin % 95°den fazlasindan sorumludur®.
Ulkemizde kdygogiiren, evcik yikan, yesil seytan; diinyada ise “Death Cap” veya
“White Cap” gibi isimlerle bilinen bu mantarda toksisiteden sorumlu 3 grup toksin
tanimlanmistir.  Bunlar  amatoksinler, phallotoksinler ve virotoksinler olarak
adlandirlmistir'*®, Hiicrelerde protein sentezinin ilk basamagi olan transkripsiyonu
RNA polimeraz enzimi gergeklestirir. Bu enzimin ti¢ tiiri RNA polimeraz 1,11 ve 1lI
olarak vardir. Okaryotik hiicrelerde RNA polimeraz Il enzimi bu gorevi gergeklestirir.
Amatoksin grubundan olan alfa amanitin bu enzimin spesifik inhibitoriidiir ve protein
sentezini inhibe etmesi sonucu hiicrelerin bir siire sonra Sliimiine sebep olur’*. Bu

nedenle alfa amanitin antiparaziter veya antifungal ilag olarak degerli olabilir®.

Bu calismamizda ki amacimiz; Amanita phalloides mantarinin farkli ¢oziiciilerdeki

ekstraktlarinin disk difiizyon metodu ile antimikrobiyal etkinliginin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

Mantarlar, tedavi edici degeri olan bazi1 6zel bilesenler igerir ve eski ¢aglardan beri
insan hastaliklarina care olarak kullanilmistir'’®. Gida ve ila¢ endiistrilerinin bircok
alaninda buylik ilgi gormektedirler. Diinya c¢apinda mantar ¢esitliligi yaklasik
olarak 0.14 milyon olarak hesaplanmaktadir'?2, 2000°den fazla tiiriin giivenli oldugu
diistiniilmektedir ve yaklagik 700 tir mantar farkli biyolojik aktiviteler
sergilemektedirt216, Mantarlardan elde edilebilen gorece biiyiik
miktarda metabolit nedeniyle antimikrobiyal, antioksidan veya antiviral ajanlarin dogal
kaynaklaridir®®. Mantarlar temel olarak antitimér, antifungal, antioksidan, antiviral,
antibakteriyel, antiparazitik, hepatoprotektif, antienflamatuar, immiinomodiilator,
antidiyabetik,  hipolipidemik,  antitrombotik,  antioksidan,  kardiyovaskiiler,
antihiperkolesterolemik ve hipotansif aktiviteler gibi tibbi 6zelliklere sahiptir. Tibbi
mantarlardan izole edilen ¢esitli biyolojik olarak aktif bilesikler tizerinde Faz-I, Il ve Il1
klinik deneyleri ¢alisild1 ve kanser dahil gesitli hastaliklari tedavi etmek igin kullanildi.
Tibbi mantarlar, yararli biyoaktif bilesiklerin fazlahigi ve ilag kesfi ve gelistirme

baglaminda ilag endiistrileri icin arzu edilen dogal iiriinler olarak yetistirilir'2.
2.1. Amanita Cinsi Mantarlar

Amanita cinsinin, diinya ¢apinda goriilen yaklasik 900-1000 tanimlanmus tiirii vardir'?.
Bu cins mantarlar i¢inde ¢ok lezzetli yenilen tiirler oldugu gibi 6liimciil zehirlenmelere

1317 Oliimciil

neden olan bazi tirler de bulundugundan insanlar igin onemlidir
zehirlenmelere neden olan tiirler arasinda Amanita phalloides, Amanita verna, Amanita
bisporigera, Amanita virosa, Amanita ocreata, Amanita suballiacea, Amanita
tenuifolia, Amanita hygroscopica, Amanita muscaria, Amanita phalloides var.alba ve
Amanita panterina yer alir’®!8  Oliimciill amanitalar tiim oliimciil mantar
zehirlenmelerinin  %90-95’inden sorumludur!”!®. Oliimciil zehirlemenmelerin en sik

nedeni ise Amanita phalloides tiiriidiir®®.

Amanita tiirlerinin  en  6nemli  ozelligi, biiylk miktarda toksik bilesige sahip
olmalaridir. Amatoksin zehirlenmesi diinya ¢apinda bir sorundur. Bati Avrupa’da yilda
50-100 &liimciil vaka bildirilmistir!®. Amanita mantarlarmin zehirlenmesi ii¢ kategoriye

ayrilabilir. ~ Sendromik sinifa  gére  norotoksisite, nefrotoksisite ve hepatotoksisite.
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Amanita muscaria, Amanita pantherina gibi norotoksik Amanita tiirleri,
haliisinojenik etkilere neden olan ibotenik asit ve muscimol icerir. Amanita smithiana,
Amanita proxima ve Amanita pseudoporphyria gibi nefrotoksik Amanita tiirlerinde,
akut bobrek yetmezligi indiiklenebilir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da Amanita
phalloides, Amanita verna ve Amanita virosa gibi hepatotoksik Amanita tiirleri ve Dogu
Asya’da Amanita exitialis, Amanita fuliginea ve Amanita subjunquillea insanlarin
karaciger yetmezligi ve dliimiinden sorumludur. Oliimciil olan Amanita tiirii mantarlar
Amanita ailesinin siklopeptit iceren grubudur’’. Simdiye kadar, Amanita tiirlerinden
yaklagik yirmi iki siklopeptid toksini tanimlandi. Bunlar {i¢ ana gruba ayrilir:
amatoksinler, phallotoksinler ve virotoksinler'”?°. Amanita cinsi mantarlarda

da Amanita phalloides agirlik¢a en yiiksek toksin igerigine sahiptir °.
2.2. Amanita phalloides

Amanita phalloides 1727 yilinda ilk olarak Fransiz botanik¢i Sébastien Vaillant

tarafindan tanimlandi?®.

2.2.1. Taksonomi

Amanita phalloides (Fr.) Link. “Evcikkiran” “Kéygociiren” “Yesil seytan” 222
Sinif: Basidiomycetes

Takim: Agaricales

Familya: Amanitaceae

Cins: Amanita

Resim 2.1. Amanita phalloides*?



2.2.2. Tanimlama
2.2.2.1. Makroskopik ozellikleri

A. phalloides mantarin sapkas1 5-10 cm ¢apindadir. 11k énce beyaz bir ortii ile kapli ve
yumurtams1 sekilde olup daha sonra &rtiiyii yirtip ¢ikmaktadir. Once yarikiiresel sonra
konik-konveks bir hal alir. Yiizeyi kuru havalarda saten gibi; nemli havalarda ise biraz
yapiskandir. Ayrica yiizeyinde ince ve radyal olarak diizenlenmis bir fibril6z yap1
vardir. Rengi degisiklik gostermektedir. Sarimsi yesilden koyu zeytin yesiline veya
zeytin kahverengisine kadar degisebilir, hatta baz1 varyetelerde soluk krem-beyazdir.

Kenarlar1 diizgiin ve akuttur??2°,

A. phalloides mantarinin sap1 5-10 (12) x 1-1,5 cm, silindirik, dip kisma dogru
kalinlasip bulboz seklini alir. I¢i 6nce dolgun iken yaslaninca oyuklu veya tiinel
seklinde bosluklu olup elastiki yapidadir. Yiizeyi beyazimsi bir zemin iizerinde az veya
cok belirgin yesilimsiden kahverengiye kadar renklerde olur. Annulus beyaz renkte
zarimsi, sapin Ust kisminda ve sarkik tipte, st yiizeyi ¢izgilidir. Volva beyaz renkte
zarimsl, vaginat, st kismindan bazen yartya kadar 3-
4 segmentlidir?®. Volva baz1 mantarlarda bulunan kok veya dip kismini olusturan kupa

seklindeki kitledir ve Amanita phalloides ayriminda ¢cok énemlidir?!-242°,

A.phalloides mantarmin eti beyaz, kiitikiilanin alt1 sarimsi, kokusu baslangigta hos,

yaslandikca kotiilesir ve tadi findiksidir??25,

A. phalloides mantarmin lamelleri ise 6nce beyaz iken yaslandikg¢a sarimsi bir renk alir.
Lamelleri 8 mm kadardir ve kenarlart diizgiindiir. Bazen lamelciklere rastlanir.
Amanita phalloides mantarinin lamelleri spor kitlesinden farkli olarak siilfiirik asitle

soluk leylak veya pembe renge boyanir?*??,
2.2.2.2. Mikroskopik ozellikleri

A. phalloides mantariin sporlari renksiz ve saydam, kiiremsi-enli eliptik, amiloid,
diizgiin ¢eperlidir. Spor baskis1 beyazdir. Iyotla lekeli mavi renk alan sporlarin boyutlar
8 — 10 um civarindadir®»??, Bazidyum 30-55 x10-15 p ve 4 sterigmaldir. Kiitikula 2-6
u kalinhiginda periklinal hiflerden ibarettir??.



2.2.3. Dagihm ve habitat

Amanita phalloides Avrupa’ya 6zgii bir mantardir ve bu alanda yaygin olarak bulunur.
Kuzeyde Iskandinavya’nin giiney kiyilarindan batida irlanda’ya, doguda Polonya ve
Bat1 Rusya’ya kadar olan bolgelerde ve giineyde Balkanlar boyunca ayrica italya’da,
Ispanya’da, Portekiz’de, Fas ve Cezayir’de Amanita phalloides’e rastlanmistir. Avrupa
disinda diger iilkelerde Ornegin: ABD, Afrika, Arjantin, Avustralya, Hindistan,
Malezya, Meksika, Sili, Tanzanya, Uruguay, Dogu Asya ve Bati1 Asyanin Kuzey iran

ormanlarinda da varligi rapor edilmistir’?1:2>2,

Ulkemizdeki yayilis1 ise Adana, Adapazari, Ankara, Artvin, Balikesir, Bartin, Bingél,
Corum, Denizli, Diizce, Elazig, Istanbul Izmir, Kastamonu, Nevsehir, Ordu, Samsun,

Trabzon ve Usak illerinde belirlenmistir®1821.22.27.28

Genellikle yaprak doken agaglarla, 6zellikle de mese ve kaym ormanlarinda nadiren de
cam ormanlarinda, bazen de giirgenler, kestane, atkestanesi, hus, findik altinda veya
ormanlarin diginda tek tek ya da gruplar halinde yetisir. Yaz ve sonbahar aylarinda
ortaya c¢ikarlar’>?, Orta Avrupa’da Temmuz ayindan Ekim aymin sonuna kadar
4

yetisir’. Bu mantarin genis bir yasam alani vardir ve uygun iklim sartlarmi

yakaladiginda bol olarak yetisebilirt®??,

2.2.4. Amanita phalloides toksisitesi ve tedavisi

Amanita phalloides etkisi ge¢ baslayan zehirlenmeye sebep olan bir tiirdiir?®. Bu tiir iig
ana toksin grubu icerir: amatoksinler, phallotoksinler ve virotoksinler'225,
Amatoksinler esas olarak klinik zehirlenmeden sorumlu ajanlardir. Amatoksinler yavas
etkili, phallotoksinler ve virotoksinler hizli etkili zehirlerdir. Amatoksinler,
phallotoksin ve virotoksinlerden 10-20 kat daha toksiktir. Bu nedenle, Kklinik
uygulamada toksikolojik bir arastirma igin sadece amatoksinler ilgi ¢ekicidir'®20240,
Phallotoksinler, karaciger ve kas hiicreleri icin oldukca toksik olmasina ragmen,
gastrointestinal sistem tarafindan absorbe edilmedikleri i¢in amanita ile iliskili
toksisiteye hafifce katkida bulunurlar®®. Virotoksinler de bagirsak hiicreleri tarafindan
emilmedikleri i¢in insan zehirlenmelerinde rol oynamazlart'’. Amatoksinlerin letal
dozunun insanda 0.1 mg / kg , phalloidinin 1-2 mg/kg oldugu, ayrica Amanita

phalloides’in yaklasik 50 graminim insan1 ldiirmeye yeterli oldugu bildirilmistir?®3L,



Amatoksinler az miktarda ancak hizli bir sekilde gastrointestinal sistemden emilir ve
hepatositler tarafindan biiyiik miktarda alinirarak enterohepatik dolasima katilirlar'!?°,
Toksisite, 6zellikle hiicre yenilenmesinin hizli oldugu gastrointestinal sistem epitel
hiicreleri, hepatositler ve bobrek epitel hiicrelerinde gozlenir. Bu durum hiicre
nekrozuna yol agan amatoksinler tarafindan RNA sentezinin inhibisyonundan

kaynaklanmaktadir!32,

Amatoksin zehirlenmesinin klinik belirtileri dort fazda incelenebilir'! (Tablo 2.1).

Cogunlukla asemptomatik seyreden birinci fazi, mantar alimindan 4-6 saat sonra ciddi
gastrointestinal semptomlarin (bulanti,kusma, karin agrisi) ortaya ¢iktigi ikinci faz izler.
Karaciger hasari olusturmayan diger toksik mantarlarin alimi sonrasinda da benzer
gastrointestinal semptomlar 1-2 saat iginde gelisir. Bu yiizden ge¢ ortaya ¢ikan
semptomlar amatoksin zehirlenmesi siiphesini arttrir. Ikinci faz olan gastroenterik fazda
oligiiri, elektrolit ve asit-baz dengesizligi ve buna bagli renal hasar olusabilir. Es
zamanli olarak, nadir durumlarda Sliimciil olabilen hipoglisemi gelisir. Ugiincii faz
mantar alimindan 24-72 saat sonra goriilir ve Klinik seyir kismen iyidir ancak
asemptomatik transaminaz yiksekligi mevcuttur. Dordiinci faz 4-9. giinler igerisinde
gorillir. Bu donemde belirgin akut karaciger yetmezligine bdobrek yetmezligi,

ensefalopati ve koma eslik edebilir ve dliimle sonuglanabilirt!24,

Tablo 2.1. Amatoksin zehirlenmesinin klinik ozellikleritt2®

Baslangi¢
Faz Siiresi Klinik Bulgular
1 Latent 0-24 saat Asemptomatik donem
2 Gastroenterit 6-24 saat Bulanti, kusma, ishal, karin agrisi, hematiiri
3 Rélatif Tyilesme 24-72 saat Asemptomatik hepatik enzim yiikselmesi
4 Karaciger Yetmezligi 4-9 giin Hepatik ve renal hasar, ensefalopati, koma, 6liim

Amatoksin zehirlenmesinde tani, tanimlanan klinik belirtilerin yani sira idrarda alfa
amanitinin  tespit edilmesiyle konur. Amatoksinler kisith oranda proteine
baglandiklarindan plazmada diisiik konsantrasyonda bulunurlar'??®, Ayrica basit ve yeni

bir teknoloji olan amatoksin test kitleri kullanilabilir. Alfa amanitinin idrardaki



konsantrasyonuyla hepatik hasarin ciddiyeti arasindaki iligki zayiftir, bu yiizden idrar

amanitin diizeyi prognoz takibi i¢in kullanilamaz®?.

A. phaloides zehirlenmeleri % 10 ile % 20 arasinda bir mortalite diizeyine yol agabilir.
Cocuklarda mortalite diizeyi ¢ok daha yiiksektir'?®33 Erken tedavi prognozu énemli
Olclide iyilestirdiginden, hastalar genellikle maruziyet onaylanmadan amatoksin

zehirlenmesi igin agresif bir sekilde tedavi edilir®.

Amanita zehirlenmesinin etkili tedavisi miimkiin degildir, ¢linkii amatoksinler hedef
hiicrelerine girdikten sonra ¢ekirdeklerdeki reseptor enzimlerinden ayrilmalar1 zordur.
Bu nedenle amag, heniiz baglanmamis toksin konsantrasyonunu en kisa siirede en diisiik
seviyeye indirmek olmalidir. Zehirlenmenin siddeti, alinan zehir miktarina ve

242935 Amatoksinler idrarla hizla

dolayistyla kandaki konsantrasyonuna baghdir
atildigindan, radyoiimiinolojik testler birkag saat i¢inde zehirlenmenin siddeti hakkinda
bilgi saglayabilir*®. Bu yontem 50 pikogram (pg) kadar az amatoksin saptanmasina izin
verir®’, Hastay1 amatoksinlerden tamamen kurtarmak icin tedaviye miimkiin oldugunca
erken baglanmalidir®. A. phalloides grubu mantar zehirlenmelerinin antidotu yoktur;
semptoma yonelik destekleyici tedavi uygulanir®®®. Giiniimiizde ise tedavi olarak;
toksin emilimini azaltmak i¢in aktif komiir uygulamasi, midenin yikanmasi ve
enterohepatik dongiiyii kirmak igin duodenal drenaj uygulamasi yapilmaktadir?®2%35,
Sivi-elektrolit replasmani yaninda 300.000-1.000.000 U/kg/giin dozunda damar igi (iv)
kristalize penisilin G ve 20 mg/kg/giin iv yoldan silibinin kullanilmaktadir?%->29:33:38,
Silibininin karacigeri koruyucu etki mekanizmas1 belli degildir. Ancak amanitinlerin
enterohepatik dolanimi ile birlikte hem phalloidinin hem de alfa-amanitinin hepatosit
membranina baglanmasini ve hiicreye girisini engelledigi deneysel olarak gosterilmistir.
Hepatoprotektif etkisi oldugu one siirtilen diger bir madde ise tioktik asittir (a0 lipoik
asit), fakat terapdtik degeri tartismalidir®®?, Chang ve arkadaslar1 (1984) tarafindan
Aucuba japonica’da bir glikozit olan aucubin’in panzehir olarak rapor edildigi bir
calisma vardir. 2* Ayrica rifampisin, prednisolon, polimiksin B, N-asetilsistein, vitamin
C ve etanol gibi gesitli terapotik ajanlar tedavi igin denenmistir, ancak bu ajanlarin
etkinligi hala tartismalidir?®?>*®, Bunlardan baska hemodiyaliz ve hemoperfiizyon
tedavileri de kullanilmakta ancak bunlarin da yararmin tartigmali  oldugu

bildirilmektedir®2%38, Amanita phalloides zehirlenmesinin klinik belirtilerinden biri de

genellikle hepatik hasarla iligkili hipoglisemi olugsmasidir ve hipogliseminin
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diizeltilmesi ile hastanin durumunun dengelenmesi saglanabilir?#?%3°, Oliime neden olan
iIse mantar miktarinin yutulmasinin ardindan 3. ve 7. giinler arasinda meydana gelen
geri doniisiimsiiz karaciger hasaridir?»?>®3, Bu nedenle son gare olarak da karaciger

transplantasyonu dnerilmektedir?>2°3°,

2.3. Amanita phalloides Toksinleri

Amanita phalloides en zehirli mantar toksinlerini iretir ve Amanita cinsi mantarlar
icinde en yiiksek toksin icerigine sahiptir!?!6?, Amanita phalloides mantarinin zehirli
bilesiklerinin arastirilmasma 19. yiizyilda baslanmistir??. Siklopeptid sinifina ait olan
Amanita phalloides toksinleri; amatoksinlere, phallotoksinlere ve virotoksinlere
ayrilabilen ii¢ grup siklik peptit toksinden olusur'?1®2630 Tiim toksin gruplari, indol
halkasinin 2. pozisyonunda bir siilfiir atomu ile ikame edilmis bir triptofan kalintisi
icerir®?%. Amatoksinler, MRNA, mikroRNA ve kiiciik nitkleer RNA sentezinde hayati
bir enzim olan ve protein sentezinin kesintiye ugramasina ve hiicre 6liimiine yol agan
RNA polimeraz 1I’nin gii¢lii ve segici inhibitorleridir'®?°. Amatoksinler karacigere,
bobreklere ve beyne zarar verebilir ve sonunda 6liime neden olabilir. Phallotoksinler,
aktini giiclii bir sekilde baglar, karaciger ve kas hiicreleri i¢in oldukc¢a toksik olmasina
ragmen, gastrointestinal sistem tarafindan absorbe edilmedikleri i¢in amanita ile iliskili
toksisiteye hafifce katkida bulunurlar. Phallotoksinler gibi virotoksinlerin de oral
maruziyetten sonra sinirlt toksik etkileri vardir. Phallotoksinlerden bile daha zayif olan
aktin ile etkilesimleri aktin monomerleri arasindaki baglar1 stabilize eder ve
mikrofilamanlarin depolimerizasyonunu dnler. A. phalloides, hemolize yol agan toksik
lektinleri de tretir. Ayrica su an icin toksisiteyle ilgisiz oldugu diisiiniilen monosiklik,
dekapeptit olan antamanid izole edilmistir. Antamanid, phallotoksinlere ve
amatoksinlere karsi giiclii antidot aktivitesi i¢in kapsamli bir sekilde arastirilmistir.
Antitoksik aktivitesini agiklamak igin, antamanid’in phallotoksin phalloidin ve
amatoksin alfa-amanitin i¢in bir hepatosit membran tasiyicisini rekabetgi bir sekilde

antagonize ettigi 6ne siiriilmiistiir?*4°.

Amanita phalloides mantarindaki toksin miktari iklim ve ¢evre kosullarina gore
degismektedir. Ayrica, toksin miktarinin, mantarin farkli kisimlarinda ve farkli biiyiime

asamalarinda da farkli oldugu bulunmustur'®*!. Ornegin genc meyve gévdesi daha
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diisiik, iyi gelismis mantar ise daha yiiksek konsantrasyonda toksin igerir. Mantarda

phallotoksinler nedeniyle de volva en zehirli kisimdir®%,

2.3.1. Amatoksinler

Amatoksinler ilk olarak A. phalloides mantarindan 1941 yilinda Miinih Universitesi
tiyeleri olan Heinrich O. Wieland ve Rudolf Hallermayer tarafindan izole edilmistir!’?.
Amatoksinler yaklasik 900 g / mol molekiiler agirliga sahiptir ve ii¢ sira dig1 amino asit;
dihidroksiizoldsin, hidroksitriptofan ~ ve  hidroksiprolin iceren bisiklik

12.22.25,26303142 - Amatoksinler renksiz ve genellikle kristalize maddeler

oktapeptitlerdir
olup su ve metanol gibi polar ¢dziiciilerde ¢dziiniirler’. Bugiine kadar yapisi
aydinlatilmis dokuz farkli amatoksin vardir!??2242631 Bynlar amanin, a-amanitin, B-
amanitin, y-amanitin, g-amanitin, amanullinik asit, amaninamid, proamanullin ve
amanullindirt?33441 - Bunlardan o-amanitin, y -amanitin, amaninamid, amanullin ve
proamanullin nétr amatoksinler olarak; B-amanitin, g-amanitin, amanin ve amantillik
asit asidik amatoksinler olarak smiflandirilir®®. Amatoksinlerin yapilar1 Sekil 2.1°de
gosterilmektedir. En toksik formlar a-, B- ve y-amanitindir®*. Amanitinin etki etmesi
icin, toksinin bisiklik bir yapiya sahip olmasi1 gerekir®®. o ve p-amanitin son derece
yiiksek farmakolojik gii¢leri (LDso (p.o. insan): 0.1 mg / kg viicut agirligi) ve
alisitimadik derecede yiiksek kimyasal ve termal stabiliteleri ile bilinir?%:2434353843
Amanitin, 6rnegin pisirmeyle yok edilmez , 0 © C’nin altinda uzun siireli saklamadan
sonra gida maddelerinde aktif bulunur ve sindirim sistemindeki enzimler ile etkilerini
kaybetmezler!!1420.253134353842° Amanita phalloides o , B ve y amanitinin yiiksek dogal
konsantrasyonu nedeniyle (sirastyla ortalama 8, 5 ve 0,5 mg / 100 g 1slak mantar) 6zel
dikkat gerektirir®. Ornegin orta biiyiikliikte bir mantar 10 ila 12 mg amatoksin icerir ve
bu yetiskin bir insan1 ldiirmek igin yeterli bir dozdur®® Amanitinler, ékaryotik RNA
polimeraz II’ye, onu bloke ederek ve DNA transkripsiyonunu ve protein sentezini
durdurarak hiicre 6liimiine neden olmak i¢in yiiksek bir secicilik derecesi ile geri
doniistimsiiz olarak baglanir. Bu da transkripsiyon ve protein sentezinde 1000 kattan
fazla dramatik bir azalmaya neden olur®**2, Memeli tiirlerinin cogunda, amatoksinlerin
plazmadan somatik hiicrelere penetrasyonu olduk¢a yavastir. Ancak karaciger
hiicrelerinde durum farklidir. Karaciger hiicrelerinde OATP1B3, OATP2B1 ve

OATPIBI gibi proteinler, toksinlerin siniizoitlerden sitoplazmaya kolayca girmelerini

kolaylastirir. Bu nedenle, A. phalloides ile zehirlenmelerde, toksinlerin hedef aldigi ana
12



organ karacigerdir. Aliman miktar, karaciger hasarinin derecesini belirleyen en énemli

faktérdﬁr12'26'31'35'38 41

A. phalloides mantar zehirlenmesi hepatik nekroza ayrica kismen de bdobreklerin
nekrozuna neden olur ve bu mantar siklopeptid mantarlarinda gii¢lii hepatotoksin olarak
kabul edilir'?24262%  Karaciger yetmezligi, insanda amanitin zehirlenmesinin yaygin
oliim nedenidir®. Amanitinin biyokimyasal etkisi hakkinda ayrmtili bilgi, RNA
igeriginin a-amanitin ile ilk 24 saatlik zehirlenmeler sirasinda asamali olarak azaldigi
sonuglarindan elde edilmistir. Eklenen amanitin (10 ng / ml), RNA polimerazinin
aktivitesini % 60 + 70 oraninda inhibe etmistir. Ug gesit okaryotik RNA polimeraz
vardir ve amatoksinlere duyarliliklarinda genis &lgiide farklilasir. Ug tipten (1, 11 ve 111),
form II en duyarli olanidir. Memeli hiicrelerinden ve ayrica baliklardan ve boceklerden
izole edilen RNA polimeraz Il ayni zamanda o-amanitine karst oldukca hassastir.
Bununla birlikte, memeli olmayan polimerazlar biraz daha az hassasiyet gosterir.
Mantarlarda, RNA polimeraz II’nin toksine karst 50 kat daha az duyarli oldugu tespit
edildigi gosterilmistir. Amanita phalloides, kendi inhibitoriine kars1 direnclidir?.
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Sekil 2.1. Amatoksinlerin kimyasal yapis1?426:2944

* farelerde intraperitoneal LDso (mg/kg)?®

2.3.1.1. Alfa amanitin

Alfa-amanitin siklik bir oktapeptiddirt??:262%31 Amanitinler iginde en fazla arastirilan
ve ilk saflagtirllan  toksin  olmustur. Mantar i¢inde en fazla oranda
bulunan amanitin grubu toksindir ve giiniimiizde yiiksek saflikta kolaylikla elde
edilebilirt®344145 - Alfa-amanitin mide-barsak kanalindan kolayca absorbe edilmekte ve
plazma proteinlerine zayif bir sekilde baglanmaktadir. Karaciger hiicresine safra

asitlerinin transportunu yapan tasima sistemi araciligi ile girerek kolayca hiicre igine
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niifuz etmektedir®®. Alfa amanitin hiicrelerde protein sentezinin ilk basamagi olan
transkripsiyonu gerceklestiren RNA polimeraz II enzimine baglanarak protein sentezini
inhibe ettigi bilinmektedir. Alfa amanitinin ayrintili etki sekli ve kristal yapisi
gosterilmistir®®. (Sekil 2.2) Protein sentezini gerceklestiremeyen hiicre, mevcut
proteinler bitene kadar birkag giin daha yasar ve sonra 6liir. Bu etki niikleus igceren tiim
hiicrelerde olusmasina ragmen, alfa amanitin emilim sonrast hemen karacigerde
birikmekte ve yogun enterohepatik dolasim geg¢irmekte oldugundan asil toksik etki
karaciger hiicrelerinde goriilmektedir. Bu toksinlerin etki siiresi insanlarda yaklasik 10-
15 saattir’®®, Ayrica toksin bobreklerden atildigi icin, karaciger kadar olmasa da
bobrek toksisitesi de  goriilmektedir®.  Invitrove  invivo  yapilan calismalar
alfaamanitinin  aym1 zamanda apoptotik hiicre 6limiine de yol acabilecegini
diisiindiirmektedir®’. Insanlarda oral yoldan uygulanan alfa-amitinin 6liimciil dozu 0.1

mg / kg’ dir®,

Deneysel aragtirmalarda RNA polimeraz Il inhibisyonu igin cogunlukla
alfa amanitin kullanilmaktadir ve bu amagla en sik kullanilan ajandir.
Ayrica Amanita phalloides mantar zehirlenmesini modellemek amaciyla da hiicre

kiiltiirii ve hayvan modellerinde de kullanilmaktadir®.
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Sekil 2.2. a-amanitin ile kompleks halinde 10 alt birim RNA polimeraz I1’nin kristal
25
yapis1.

* Kristal yap1, RNA polimeraz II inhibisyonuna katkida bulunan bazi énemli atomik temaslar1 agiklar. o-
amanitin ile etkilesime giren RNA polimeraz IT (magenta), o-Amanitin (sar1)?®

2.3.1.2 Alfa amanitinin terapotik potansiyeli

Canli organizmalar ic¢in toksik olan bazi maddeler de terapotik amagclar igin
kullanilabilir. Terapdtik bir ajan olarak bir toksini kullanirken kritik nokta, viicut
tizerinde olumsuz bir etkisi olmamasidir. Alfa amanitin, dkaryotik hiicrelerin ¢ogunda
Oldiiriicii bir etkiye sahip oldugundan, bir antiparaziter veya antifungal ila¢ olarak
degerli olabilir. Son ¢alismalara gore, A. phalloides tarafindan {iretilen bir toksin olan
alfa amanitin, patojenik mikroorganizmalara karsi umut verici bir antimikrobiyal ilag
kaynagidir. Antifungal duyarliligin arastirilmasi, alfa amanitinin, insan ve hayvan
sagligini tehdit eden bazi patolojik mantarlar lizerinde terapotik etkiler saglayabilecegini
gOstermigtir. o-amanitin i¢in yapilan deneylerde o-amanitin’in deriden emiliminin
olmadigi tespit edilmistir. Bu durum a-amanitinin harici preparatlarda antimikrobiyal

ajan olarak veya ektoparazitlere kars1 kullanilabilmesine olanak saglayabilir®.
16



Ayrica amanitinler timor hiicrelerini yok etmek i¢in uygun bir antikor-ilag konjugatidir
(ADC). Amanitin bazli ADC, RNA Polimeraz 11’nin inhibisyonuyla onkoloji terapisine
yeni bir etki tarzi getirmektedir. Toksinin yiiksek giicii, olduk¢a etkili ADC'lere yol
acar. Bu gelismeler amanitin bazli ADC’lerin yeni bir etki tarzi ve uygun bir terapdtik

indeks ile bir toksin kullanarak klinik gelisimini desteklemektedir®2.

Amatoksinler, ADC olusturmak i¢in bir toksinin 6n kosullarint mitkemmel bir sekilde
yerine getirir: sitotoksik potansiyelini azaltmadan bir baglayici baglama olasiligi, diistik
konsantrasyonlarda hiicre 6ldiirmek i¢in yiiksek bir sitotoksik potansiyelinin ve onu
ortaya c¢ikarmak i¢cin hedef hiicre i¢indeki sitotoksik potansiyelinin olmasi gibi. Umut
verici etkinlik profilinin yani sira, amanitin bazi olumlu fizikokimyasal o6zellikler
gosterir. Tipik olarak ADC olarak kullanilan diger tiim toksinlerin aksine, molekiil ¢ok
hidrofiliktir. Bu, sulu tamponlarda konjiigasyonu kolaylastirir ve ADC’nin birikmesini
Onler, bu da islemeyi kolaylastirir ve immiinojenisite potansiyelini azaltir. Amanitinin,
¢oklu ilag direnci (MDR) islemlerinin baglatilmasi i¢in ¢ok zayif bir substrat oldugu ve
amanitin konjiigatlarmin MDR sahip tiimor hiicrelerinde oldukg¢a giiglii oldugu da
gosterilmistir. Amanitin plazmada oldukca kararlidir ve diisiik molekiiler agirlig1 ve
hidrofilikligi nedeniyle bobrek yoluyla ¢ok hizli bir sekilde temizlenir, bu da diger
dokularda birikmesini miimkiin kilmaz. Bir bagka gilivenlik ozelligi de pasif alim
yoluyla normal hiicrelere girememesidir. Serbest toksin, amanitin ile konjiige edilmis
bir antikora kiyasla 20,000 kat azaltilmis sitotoksisite gosterir. Ilging bir sekilde, bir
antikora konjiige edilen amanitin, arttk OATP1B3 aracili hiicresel alim i¢in bir substrat
degildir ve bu nedenle Amanitin-ADC’lerin karaciger toksisitesi onemli dlgiide azalir.
Son olarak ve belki de bir ADC’deki tibbi uygulamasi igin en uygun olan amanitin, hem
boliinen hem de boliinmeyen hiicreleri aktif olarak dldiirme yetenegine sahiptir. Bu
durum Amanitin-ADC’nin uzun vadede metastaz ve timor niiksetmesini onlemek igin

uyuyan tiimér hiicrelerini yok etmesini saglayabilir®.
2.3.1.3. Alfa amanitinin deriden emilimi

Alfa-amanitin’in deri yoluyla emilimi veya a-amanitin’in deri yoluyla emiliminin neden
oldugu zehirlenme ile ilgili yeterli ¢aligma yapilmamistir. Simdiye kadar, bilinen tiim a-
amanitin zehirlenme vakalari, o-amanitin igeren mantar tiirlerini yenmesi ile

gastrointestinal sistem yoluyla meydana geldigi bildirilmistir. o-amanitin hakkinda
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kapsamli bir veri govdesi iceren Uluslararast Kimyasal Giivenlik Programina gore,

toksinin deriden veya gozlerden difiizyonu hakkinda higbir bilgi yoktur'®.

Kaya ve arkadaslarimin (2013) yaptigi ¢alismada alfa amanitinin deriden emilimini
arastirtlmis ve farelerin derileri iizerine uygulanan alfa amanitinin, deri {izerinde
herhangi bir sitotoksik etkisinin gézlemlenmedigi, deri uygulamasi yapilan hayvanlarin
kan, karaciger ve bobrek Orneklerinde alfa amanitine rastlanmadigi ayrica
intraperitoneal uygulamalardaki fare karaciger hiicrelerinin nekrotik degisime
ugramasina ragmen deri uygulamas: yapilan farelerin karacigerlerinde herhangi bir
sitotoksik etkinin gozlemlenmedigi belirtilmistir. Toksinin deri yoluyla viicuda
gecememesi yakin bir gelecekte yeni bir dis parazit ilact olarak alfa amanitinden
yararlanmamizi saglayabilir. Alfa amanitin, 6zellikle her gegen giin daha fazla direng
mekanizmasi gelistiren patojenlerin yiizeysel enfeksiyon yapan tiirlerine kars1 etkili bir

ajan veya bir ila¢ kombinasyonunda dnemli bir bilesen olabilir. 1°
2.3.2. Phallotoksinler

Phalloidin (900 Da MW) ilk kez 1937°de Wieland tarafindan A. phalloides'te
tamimlanirken, phallotoksinler ilk kez 1974°te A. virosa’da bulundu?®24. Phallotoksinler
bisiklik heptapeptit yapisindadir®®. Su ve metanolde ¢oziinen, renksiz ve kristalize
bilesiklerdir. Bilinen 7 phallotoksinin formiilii Sekil 2.3’de gosterilmektedir’®? Bunlar
phalloidin, phalloin, prophallin, phallisin, phallacin, phallacidin ve phallisacindir®.
Phalloidin, phalloin, prophallin ve phallisin nétral —phallotoksinler  olarak

simiflandirilirken; phallacin, phallacidin ve phallisacin asidik phallotoksinlerdir®.

Phallotoksinlerden olan phalloloidin’in toksisitesi 1938'den beri arastirilmaktadir.
Bugiin, phallototoksinlerin F-aktin’e spesifik olarak baglandigi bilinmektedir, ki bu
filamentlerin yapisin1 kuvvetli bir sekilde stabilize eder. Baslangigta, aktin sadece kas
biyokimyasinda (ince filamentler) biliniyordu, ancak ¢esitli biyolojik kaynaklarda hiicre
iskeleti proteini olarak da tespit edildi. Phallotoksinler, G-aktin polimerizasyonunu,
ozellikle diisiik kosullar altinda uyarir ve F-aktin filamentlerini stabilize eder. Mantar
peptitleri  F-aktin’e sikica baglanir, ancak G-aktin’e baglanmaz. F-aktinin
phallotoksinlerle stabilizasyonu birka¢ ¢alismada gosterilmistir. Phallototoksinler igin
aktin baglama bolgesi, tavsan kasit F-aktininin kimyasal olarak farkli, asit etiketli

phallotoksinlerle kovalent etiketlenmesiyle belirlenmistir. Her iki phallotoksin, F-aktin
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icin giiclii bir yeterlilige sahiptir. Phallotoksinlerin proteinleri F-aktin ile etkilesiminin,
uzaysal formiiliin sol tarafinda kiigiik, 15 iiyeli halka vasitasiyla ger¢eklestigi sonucuna

varilabilir?>26,

Karaciger hiicrelerinin phallotoksinlerle temasi sonrasinda toksin, hiicre zarindan tasima
sistemi tarafindan gecer ve hemen lipit ¢ift katmaninin altindaki aktin ile reaksiyona
girer®. Phallotoksinler bagirsak hiicreleri tarafindan emilmedikleri icin insan
zehirlenmelerinde rol oynamazlar. Phallotoksinler hafif zehirlerdir, ¢linkii 1s1 veya
sindirim yoluyla kolayca bozunmaktadirlar'®!®, Phallotoksinler 2 + 5 saat icinde
oldiirticiidiir ve amatoksinlerden daha az toksiktir. (LDso 2 £ 3 mg / kg, ancak sadece
enjekte edildiklerinde). 100 g taze Amanita phalloides ortalama 10 mg phalloidin ve

phalloin izleri igerir.

(i:Hzal
H3C—CH— CO—NH ~—CH—CO— NH— CH— CHp— C—CH,R?
|

|
N w &)
co _STNN NH
H

Hz? |
—R3
N—CO—cH C,” R
H- NH—CO—CH—NH - CO
RS |
CH— OH
Re
Ri Rz Rs Ra Rs  LDso (mg/kg)*
Phalloidin |OH H CHs CHs OH 20
Phalloin H H CHs CHs OH 15
Prophallin |/H H CHs CHs H >20
Phallisin OH OH CHs CHs OH 2

Phallacin  |H H CH(CHsz) COOH OH 15
Phallacidin | OH H CH(CHz) COOH OH 15
Phallisacin | OH OH CH(CH3). COOH OH 45

Sekil 2.3. Phallotoksinlerin kimyasal yapis1262%44

* farelerde intraperitoneal LDsp (mg/kg)®
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2.3.3. Virotoksinler

Virotoksinler ilk olarak A. virosa tiiriinden izole edilmistir'”?*. Virotoksinler, en az bes
farkli bilesik tarafindan olusturulan monosiklik peptitlerdir: viroidin, desoxiviroidin,
alaviroidin, aladesoxiviroidin ve viroisin (Sekil 2.4)?°. Amatoksin ve phallotoksinlerden
farki 2-metilsiilfoniltriptofan veya 2- metilsiilfoksitriptofan ve dihidroksiprolin

22,30

icermeleri ve monosiklik olmalaridir Yapilari ve biyolojik

aktiviteleri phallotoksinlerinkine benzer, bu durum ortak 6ncii yollar1 paylastiklarini

2025 Molekiiler diizeyde, phallotoksinler gibi, aktin ile etkilesirler, aktin

gosterir
monomerleri  arasindaki  baglar1  stabilize ederler ve  mikrofilamentlerin
depolimerizasyonunu Onlerler. Bununla birlikte, aktin ve virotoksinler arasindaki
etkilesimin ultraviyole spektrumu, aktin phallotoksinlerinkinden farklidir, bu da farkli
bir molekiiler etkilesimi diistindiiriir. Virotoksinler, phallotoksinlere goére daha esnek bir
yaptya sahiptir ve iki ek hidroksil grubunun varligi farkli reaktivite saglayabilir.
Virotoksinlerin intraperitoneal LDsg’si farelerde 1.0 ila 5.1 mg/kg araligindadir ve
bunlarin ana toksikolojik 6zelligi, virotoksinlerin hepatositin dis ylizeyi ile bilinmeyen
mekanizmalar yoluyla etkilesiminin neden oldugu hemorajik hepatik nekrozdur?®. Bu
noktada, virotoksinlerin insan toksisitesindeki rolii belirsizligini korumaktadir. Ancak

oral absorpsiyonunun zayif olmasi nedeniyle bu toksin sinifina ¢ok az klinik 6nem

verilmektedirt’2425,
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X R R" LDso (mg/kg)*
Viroidin SO> CHs CH(CHs), 1
Desoxiviroidin SO CHs CH(CHz3):
| Alal| Viroidin SO, CHs:  CHs 3,7
| Alat| Desoxiviroidin | SO  CHs CHs
Viroisin SO, CH2OH CH(CHs3). 1,68
Desoxiviroisin SO CH;0H CH(CHs)2

Sekil 2.4. Virotoksinlerin kimyasal yap1s12>?

* farelerde intraperitoneal LDso (mg/kg)?®

2.4. Amanita phalloides Toksinlerinin Analiz Yontemleri

A. phalloides 6rneklerinde amatoksinlerin ve phallotoksinlerin tanimlanmasi ve miktar
tayini i¢in gesitli yontemler kullanilabilir. Toksinlerin analizinde ters fazli yiiksek
performansl: sivi kromatografisi (RP-HPLC), kiitle spektrometrisi (MS) ile birlestirilmis
kapiler elektroforez, MS veya tandem MS ile birlestirilmis sivi kromatografisi (LC),
LC elektrosprey iyonizasyon ugus siiresi-MS (LC/ESI-TOF-MS), ince tabaka
kromatografisi (TLC) veya yliksek performansli TLC (HPTLC) gibi yontemler
kullamlmaktadir!”?>%044 | C-MS yontemi en giivenilir ve hassas sonuglar1 veriyor gibi
goriinse de, RP-HPLC en sik kullanilan yontemdir?. Enjalbert ve arkadaslar tarafindan
(1992) gelistirilen; UV absorbansi ile birlestirilmis yiiksek performanshi sivi
kromatografisi (RP-HPLC) yontemi, sekiz adede kadar amatoksin ve phallotoksini ayni

anda belirleyebilir. UV absorbansi veya kiitle spektrometrisi ile birlestirilen HPLC
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yontemi, A. phalloides gibi Avrupa ve Kuzey Amerika tiirleri de dahil olmak {izere

cesitli Amanita mantarlarinda yaygin olarak uygulanmigtir!317:41:44:48-52

A. phalloides mantarindaki siklopeptidlerin taninmasi igin renk reaksiyonu (Wieland
testi) ve kromatografik yontemler kullanilir. Renk reaksiyonunda (Wieland testi) taze
mantardan kiiclik bir parca alinip gazete kagidinin baskisiz yerinde ezilir ve meydana
gelen leke kuruduktan sonra iizerine HCI damlatilir. Eger mantar suyunda amatoksin
varsa, leke yesil-mavi daha sonrasinda mavi renk alir. Bu reaksiyon indollerin aromatik
aldehitlerle renkli bilesikler vermesi esasina dayanir. Kromatografik metodlarda ince
tabaka kromatografisi ve yiiksek basingli sivi kromatografisi kullanilir. Ince Tabaka
Kromatografisinde (TLC) kuru veya taze mantar metanol ile iki kez ekstrakte edilir.
Metanollu kisimlar birlestirilir, rotavaporda kuruluga kadar ucurulup bakiye iizerine
metanol eklenerek ¢oziiliir ve silica gel plagina tatbik edilir. Plak, kloroform-metanol-
glasiyal asetik asit-su ¢oziicii sistemiyle yiikseltilir. Belirteg olarak sinnamaldehidin
metanoldeki ¢ozeltisi piskirtiiliir ve plak kuruduktan sonra HCI buharlart ile
doyurulmus bir tanka konur. 10-15 dakika sonra lekeler belirginlesir amatoksinler mor,
fallotoksinler mavi, virotoksinler kahverengimsi-yesil veya renksiz olurlar ve olusan
renkler kisa siirede kaybolur. Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisinde TLC de
uygulanan yontem ile hazirlanan kuru bakiye metanolde ¢oziilir ve bu ¢ozeltiden
¢oOziicli sisteminin metanol:su (40:60, v/v) oldugu, ¢oziicii akig hizinin 1 ml/dak.,
dedektor dalga boyunun 303 nm olarak ayarlandigi ¢alisma kosullarinda 20 pl Cisg
kolonuna enjekte edilir. Olusan pikler degerlendirilerek amatoksin ve phallatoksinler

tanimlanir?2.

A. phalloides mantarindan o, B ve y amanitinin saflastirmasma yonelik yapilan
caligmalarda preparatif HPLC sistemi kullanilarak o, B ve y amanitin elde edilmis
sonrasinda analitik HPLC sisteminde Cig (150x4.6 mm; 5 um partikilli) analitik
kolonuna a, B ve y amanitin standartlar1 verilerek kalibrasyon egrileri olusturulmus ve
kalibrasyon denklemine, analizlerde elde edilen pik alanlar1 uygulanarak madde miktari

dlgiimleri yapilmigtir3>45°3,

2.5. Antimikrobiyal Tedavi Ilkeleri

Kemoterapi, viicudu istila eden mikroorganizmalar1 veya parazitleri konak¢iya zarar

vermeden oldiirebilen ilaglarla yapilan tedavidir. Viicuda giren ve hastalik etmeni olan
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organizmalar ¢ok ¢esitli oldugu i¢in (bakteriler, funguslar, viriisler, protozoonlar vb.)
kemoterapide kullanilan ilaglar da yapica ve etki spekturumu bakimmdan o oranda
cesitlilik gosterir. Kemoterapotikler viicut sivilarinda olusturduklart konsantrasyonlarda
mikroorganizmalar iizerinde yaptiklar1 etkinin derecesine gore iki gruba
ayrilir. Bakteriostatik olanlar bakteri hiicresinin gelismesini ve iiremesini Onlerler. Bu
durumda bakterilerin tamamen elimine edilmesi konak organizmanin immun sisteminin
yeterli olup olmamasma baglhdir®>>, Bakterisid olanlar bakteri hiicresini
oldirtirler. Antibiyotikler  ve antibakteriyel kemoterdpatikler es anlamli  olarak
kullanilmaktadir®. Antibiyotikler, bakteriler funguslar ve aktinomisetler gibi cesitli
mikroorganizma tiirleri tarafindan biyosentezlenen ve diger mikrooganizmalarin
gelismesini onleyen ya da onlari oldiiren kimyasal
maddelerdir®®. Antibiyotiklerin yirminci yiizyilin baslarinda kesfedilmesi ile bulasici
hastaliklardan  kaynaklanan mortalite ve morbidite oranlarinda  ciddi  bir  disiis
yasanmigtir. 1937 yilinda ilk etkili antibiyotik olarak bilinen sulfonomidlerin
tanitilmasindan bu yana gelisen direng mekanizmalari, antibiyotiklerin tedavi amagh

kullaniminin en 6nemli problemi olmustur®,

Alexander Fleming tarafindan 1928 ve 1940 yillarinda penisilinin kesfedilmesi ile 1941
yilinda penisilin insanlarda tedavi amagh kullanilmaya baslandi. Ancak penisilinin
torepatik amagh kullanimindan yillar 6nce penisilini kesfeden ekip tarafindan penisiline

kars1 direng mekanizmasi olan bakteriyel penisilinaz tespit edilmistir®.
2.5.1. Antibiyotiklerin etki mekanizmalar:

Bakterilerin direng mekanizmalariin anlasilabilir olmasi igin antibiyotiklerin etki
mekanizmalariin iyl anlagilmasi gerekmektedir. Antibiyotiklerin etki
mekanizmalari; hiicre duvar1 biyosentezinin inhibe edilmesi ve litik enzimlerin aktive
edilmesi, sitoplazma membraninin permeabilitesinin arttirilmasi, protein sentezinin
engellenmesi, DNA replikasyonunun engellenmesi veya DNA kontroliindeki mMRNA
sentezinin bozulmasi, intermediyer metabolizmay1 bozmak seklinde bes grup halinde

belirtilir*®. (Tablo 2.2)
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2.5.1.1. Hiicre duvar1 biyosentezinin inhibe edilmesi ve litik enzimlerin aktive

edilmesi

Bakteri hiicresi biitiin hiicrelerde bulunan sitoplazma membranina ek olarak hiicre
duvarina  sahiptir.  Hiicre = duvarinin = goérevi  bakteri  sitoplazmasindaki
yiiksek osmotik basinca direnerek hiicre biitlinliigiinii korumaktir. Bu duvar herhangi bir
nedenle zayiflayacak olursa veya iiretilemezse hiicre siser ve pargalanir®. Penisilin
ve sefalosporinler dahil ~ olmak  iizere  PB-laktamlar, hiicre duvar1  Onciisii
olan peptidoglikanin transpeptidasyon ¢apraz  baglama  adimin inhibe ederek hiicre
duvarinin sentezini bozarak etki gosterirler®. Ayrica penisilinlere duyarli bakterilerde,
otolizinler veya murein hidrolazlar denilen litik enzimler bulunur. Penisilinler ve
sefalosporinler dogal otolizin inhibitorlerini bloke ederek otolizinlerin etkinligini
arttirirlar ve hiicrenin lizis suretiyle Olmesine sebep olurlar®.
Vankomisin ayrica transpeptidazin terminal  D-Ala-D-Ala peptidil kuyrugunu ¢apraz
baglamasin1 bloke ederek peptidoglikan sentezini hedefler. Bir enzimi hedeflemek
yerine, vankomisin ve diger glikopeptidler bu kuyruga giiglii bir hidrojen baglama agi

yoluyla baglanarak hiicre duvari yapisinin ilerlemesini engeller?.
2.5.1.2. Sitoplazma membraninin permeabilitesinin arttirilmasi

Sitoplazma membrani, osmotik bir bariyer gorevi yapar. Deterjan &zelligine sahip
antibiyotikler ve bazi antiseptikler sitoplazma membraninin permeabilitesini arttirarak,
sitoplazma igindeki bilesiklerin hiicreden disar1 sizmasina neden olarak bakterisid etki

olustururlar®.
2.5.1.3. Protein sentezinin engellenmesi

Birkag antibiyotik sinifi, bakteriyel ribozomda protein sentezini hedef alir. Eritromisin
dahil olmak {izere dogal iiriinden tiiretilmis makrolid ailesi, polipeptit ¢ikis tiineline
baglanan daha biiyiik 50S alt birimini hedefler. Linezolid dahil oksazolidinonlar gibi
sentetik olarak tiiretilen antibiyotikler de 50S alt birimine baglanir. Dogal iiriinlerden
tiiretilen bagka bir antibiyotik sinifi olan tetrasiklinler, yap1 bloklarini i¢eren aminoasil-

tRNA icin alic1 bélgesinde daha kiigiik 30S alt birimine baglanir®.
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2.5.1.4. DNA replikasyonunun engellenmesi veya DNA kontroliindeki mRNA

sentezinin bozulmasi

Bu grup antibiyotiklerin ana hedefi, niikleik asit replikasyonu ve onarim
mekanizmalaridir. Siprofloksasin dahil sentetik antibiyotik kinolon sinifi, kopyalanmis
DNA’nin  ¢o6ziilmesine yardimci olan DNA girazi (DNA topoizomeraz II)
hedefler. Bu girazlar, kopyalanan siiper bobindeki burulma baskisini1 hafifletmek i¢in
DNA’nin her iki ipliginde de kesikler yapar. Kinolonlar bu boliinme bdlgelerine

baglanarak DNAy1 stabilize eder ve bdylece sistemin daha fazla onarilmasini dnler?.
2.5.1.5. Intermediyer metabolizmay1 bozmak

Bakterilerin metabolizmasi igin gerekli metabolitlerin sentezini onler*®. Bakterilerdeki
folik asit yollarin1 hedefleyen siilfametizol dahil olmak tizere siilfonamid (siilfa) ilaglar

folat biyosentezini engelleyerek etki gosterir. Bu ilaglar, folik asit biyosentezinde

anahtar bir dncii olan p- aminobenzoik asidin yapisal taklitleridir®.

Tablo 2.2. Kemoterapiklerin etki mekanizmalarina gore gruplandirilmasi ve bazi

ornekler?

1. Hiicre duvar1 biyosentezinin inhibe edilmesi

ve litik enzimlerin aktive edilmesi

3.Ribozomlarda protein sentezini bozanlar

Penisilinler

Kloramfenikol

Sefalosporinler

Eritromisin ve diger makrolidler

/Aztreonam Tetrasiklinler

imipenem Kuinipristin-dalfopristin

Basitrasin Linezolid

\Vankomisin Aminoglikozidler

Teikoplanin 4.Bakteri genetik materyali iizerinde etki

yapanlar

2. Sitoplazma membranimin permeabilitesini

Rifampisin ve diger rifamisinler

bozanlar Nalidiksik asit

Polimiksinler Flurokinolonlar

Gramisidin 5.intermediyer metabolizmay: bozanlar
Nistatin Sulfonamidler, trimetoprim

IAmfoterisin B

Sulfonlar

Ketakonazol ve diger antifungal imidazoller

Izoniazit, etambutol, PAS

Flukonazol ve diger antifungal triazoller
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2.5.2. Antibiyotik direncinin ortak mekanizmalari

Antibiyotik direnci; bir mikoorganizma tiiriiniin bazi suslarinin antibiyotikten
etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarl bir susun ¢esitli diren¢ mekanizmalarindan biri
ile direncli hale dénmesi olarak tanimlanir®. Bazi bakteri tiirleri, belirli antibiyotiklere
dogal olarak direnglidir ve bu duruma dogal diren¢ denir. Direncin ikinci tiirii ise
kazanilmis direngtir. Kazanilmis direngte mikroorganizmalarin kemoterapétik ile ilk
temasinda direngli olmamasina ragmen temas siiresi ve sikliginda artma sonucunda
diren¢ goriilmesidir. Kazanilmis direng bakterinin kromozomlarinda olusan mutasyon
sonucu veya bakterinin ortamdan ya da diger Dbakterilerden, transdiiksiyon,
transformasyon ve konjugasyon olaylarindan biri vasitasiyla, direng yapan gen paketini

almastyla meydana gelir®.

Mikroorganizmalarda kazanilmig antibiyotik direncinin mekanizmalar1 Tablo 2.3’de
gosterilmistir*®. Direng gelismesi tedaviyi giiclestirmekte ve ekonomik kayba neden
olmaktadir®. Antibiyotiklere kars1 direncin artmas1 ve yayilmasi hem bireyleri hem de
toplumu tehdit eden enfeksiyonlarin riskini daha da arttirmaktadir. Patojenler, mevcut
diren¢ mekanizmalarina ek olarak, yeni diren¢ mekanizmalar1 da gelistirmektedirler.
Antibiyotiklerin asir1  kullanilmas1  birgok mikroorganizma grubunda ¢oklu ilag
direncine sahip suslarin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi igin temel faktor olmustur. Coklu
ila¢ direncine sahip bakteriyel infeksiyonlar; dliimlerin artmasina, hastanede daha uzun
siireli kalmaya ve tedavi siiresince daha yiiksek maliyete yol acarl. Bu nedenle
enfeksiyonlarin ortadan kaldirilmasimi saglayacak antibiyotiklerin yani sira, direngli
patojenlere karst da yeni antibiyotiklere gereksinim duyulmaktadir®®. Yeni

antibiyotiklerin kesfi ve gelistirilmesi, ilaca direngli patojenik bakterilerin siirekli ortaya

¢ikmasi nedeniyle hala ¢ok énemlidir®.
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Tablo 2.3. Mikroorganizmalarda antibiyotik direng mekanizmalari*®

Diren¢ Mekanizmasi Etkiledigi Antibiyotikler
Kemoterapétik ilag parcalayict enzim salinmasi Penisilinler, sefalosporinler

Ilacin bakteri hiicresi i¢inde enzimatik modifikasyonu sonucu

etkinliginin azaltilmasi Aminoglikozidler

Kemoterapétik ilacin hedefine baglanmasinin azaltilmasi ve Aminoglikozidler,

enzim siibstitiisyonu penisilinler, rifampisin

Bakteri hiicre ¢eperinin ilaca permeabilitesinin ve ilact igine Penisilinler, tetrasiklinler
almasinin azaltilmasi kloramfenikol

flac1 disar1 pompalayan aktif efliiks proteini sentezlenmesi Penisilinler, tetrasiklin, eritromisin

2.6. Antimikrobiyal Etki Calismalarinda Kullanilan Mikroorganizmalar
2.6.1. Metisiline direncli Staphylococcus aureus

Gram pozitif bakterilerden olan Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) en
iyi bilinen siiper bakterilerlerden biridir®”>®, MRSA’ya kars1 etkili 6zel sefalosporinler
disindaki B-laktam antibiyotiklerin diisiik afinite gdsterdigi ek bir penisilin-baglayan
proteine (PBP2a veya yeni kesfedilen PBP2c) sahip olan S. aureus izolatlaridir®®. ilk
yillarda hastane enfeksiyonu olusturan bir mikroorganizma olarak kabul edilen MRSA
enfeksiyonu artik toplumdan kazanilmis bir enfeksiyon haline doniismiistiir. Toplumda
gosterdigi genis yayihim nedeniyle MRSA enfeksiyonlar1 toplumsal-kaynakli MRSA
(TK-MRSA) ve hastane kaynaklit MRSA (HK-MRSA) olmak iizere ikiye ayrilmistir. TK -
MRSA enfeksiyonlar1 HK-MRSA enfeksiyonlarina gore daha irkiitiici boyutlara
ulagsmigtir ve sayilart her gegen giin artmaktadir. Diger taraftan, HA-MRSA siklikla
bakteriyemi, sepsis, pnémoni, cerrahi alan ve yara enfeksiyonlarina yol agmaktadir®’.
MRSA hem hastane hem de toplumda endemik olan tiim diinyada morbidite ve
mortalitenin baslica nedenleri arasinda yer alir>®. MRSA suslar1 tedavi seceneklerinin
kisithligi, tedavide kullanilan antibiyotikler ve infeksiyon kontrol énlemlerinin maliyeti
nedeniyle tiim diinyada halen ciddi bir saglik sorunudur. MRSA suslar1 tiim beta-laktam
grubu antibiyotiklere (besinci kusak sefalosporinler olan seftarolin ve seftobiprol harig)
direngli olmakla birlikte makrolidler, linkozamidler, kinolonlar ve aminoglikozidlere de

direng gosterebilmektedir. Son yillarda artis gosteren bu ¢oklu antibiyotik direnci, ciddi
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MRSA enfeksiyonlarinda antimikrobiyal tedavi segeneklerini kisitlayabilecek boyutlara

ulagmustir®.
2.6.2. Staphylococcus aureus

Gram pozitif bakterilerden olan Staphylococcus aureus toplum ve hastane kaynakli
infeksiyonlarin en 6nemli etkenlerinden olup, lokal ve sistemik bir¢ok hastaliga sebep
olabilir. Staphylococus aureus tiiriiniin olusturdugu belli basli enfeksiyonlara; basta deri
ve mukoza lokalizasyonlar1 olmak {izere, yaygin deri dokiintileri ile seyreden
enfeksiyonlar, sepsis ve endokarditler, sistem ve organ enfeksiyonlari ve besin

zehirlenmeleri 6rnek olarak verilebilir®®62,
2.6.3. Pseudomonas aeruginosa

Gram negatif bakterilerden olan Pseudomonas aeruginosa tiirii insanlarda ve ozellikle
cesitli nedenlerle savunma mekanizmalar1 aksamis kimselerde Onemli hastaliklar
olusturur®®. Hastane infeksiyonlarinin en sik rastlanan etkenlerinden olan Pseudomonas
aeruginosa antibiyotiklere direngli olmasi nedeni ile ve olusturdugu infeksiyonlara bagli
yiiksek mortalite ve morbidite ile dnemli sorun olusturmaktadir®. Antiseptiklerin
birgoguna ve antibiyotiklere direngli oldugu icin hastane ortaminda kolayca yuvalanir
ve cesitli hastane enfeksiyonlarina neden olur. Yaptig1 baslica enfeksiyonlara yanik
yaras1 enfeksiyonlari, kroniklesmeye egimli idrar yollar1 enfeksiyonlari, menenjitler,
kornea iilseri, panoftalmi, bronsit, bronkopndmoni, septisemi, orta kulak enfeksiyonlari,

cocuklarda diyareler ayrica sistik fibrozis ve diger enfeksiyonlar drnek verilebilir®®.
2.6.4. Escherichia coli

Gram negatif bakterilerden olan Escherichia coli normal bagirsak florasinin baskin
patojenik olmayan iiyelerindendir. Bununla birlikte, baz1 E. coli suslar1 en saglam insan
konakgilarda bile gastrointestinal, iiriner veya merkezi sinir Sistemi hastaliklarina neden
olma yetenegi gelistirmislerdir®®. Patojenik olan E. coli suslar1 bagirsak disi
enfeksiyonlara (ekstraintestinal) ve bagirsak enfeksiyonlarina (intestinal) neden olanlar
olarak ikiye ayrilmaktadir®. Patojenik E. coli suslar1 diyare, peritonitis, mastitis,
gastroenteritis, septisemi, neonatalmenenjit, tiriner sistem infeksiyonu, hemolitik tiremik

sendrom, solunum sistemi infeksiyonu, ishal, apse, siniizit ve pndmoniye sebep olur®>®®.
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2.6.5. Enterococcus faecalis

Gram pozitif bakterilerden olup memeli gastrointestinal florasinin her yerinde bulunan
Enterococcus faecalis, hastane enfeksiyonlarinin dnde gelen bir nedeni ve biiyliyen bir
halk sagligi sorunudur. Bu enfeksiyonlardan sorumlu enterokoklar genellikle birden
fazla antibiyotige direnglidir ve antibiyotik direngleri edinme ve yayma yetenekleriyle
iin salmislardir®”. Enterococcus faecalis, MRSA gibi tamamen farkl: bir diger bakteriye
basarili bir sekilde direng genlerinin gegisini saglayabilen bir bakteridir®’. Enterococcus
faecalis, komplike olmayan idrar yolu ve yara enfeksiyonlarina neden olabilen, ayni
zamanda enfektif endokardit gibi komplike ve ciddi enfeksiyonlara da neden olabilen
patojendir®®,

2.6.6. Candida albicans

Candida albicans, siklikla cilt ve mukoza florasinin iyi huylu bir iiyesi olan kommensal
bir mantardir. Bununla birlikte, C. albicans, mukozal membranlarin hastaligina neden
olabilir®®. C. albicans tiiriiniin carpic1 bir 6zelligi, tek hiicreli tomurcuklanan bir maya
olarak veya filamentli yalanci hif ve hif formlarinda biiyiime yetenegidir. Hifal formu,
epitel hiicrelerini istila ederek ve doku hasarina neden olarak hastalia neden olmada
onemli bir role sahiptir. C. albicans vulvovajinal kandidiyazisine, oral ve &zofagus
kandidiyazisine, yaniklarda ve yeni dogan (0zellikle prematiire) bebekler de cilt
enfeksiyonlarina neden olur. Yogun bakim tinitelerindeki hassas hasta gruplarinda ve
immiin sistemi zayif hastalarda, C. albicans enfeksiyonu i¢ organlara yayildiginda
yayllmis kandidiyaza doniisebilen kandidemi olarak bilinen bir kan dolasimi
enfeksiyonuna neden olabilir. Farkli aragtirmalarda kandidemi ve yaygin kandidiyazis,
%30-50 arasinda belgelenen 6liim oranlariyla son derece ciddi tibbi durumlardir; bazi
aragtirmalar, bunlarin hastane enfeksiyonlarindan kaynaklanan ikinci en yaygin 6liim

nedeni oldugunu bulmustur®®,
2.6.7. Candida parapsilosis

Maya mantar1 olan C. parapsilosis hiicreleri oval, yuvarlak veya silindirik sekiller
gosterir. C. parapsilosis gergek hif olusturmaz ve maya fazinda veya psddohifal formda
bulunur. C. parapsilosis tipik olarak insan derisinin bir kommensalidir ve patojenitesi
saglam deri ile smirlidir. C. parapsilosis, total parenteral beslenmede biiylime ve

kateterler ve diger implante edilmis cihazlar {izerinde biyofilm olusturma, elle tasima ile
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nozokomiyal yayilma ve hastane ortaminda kaliciligi ile iinliidiir. C. parapsilosis, kritik
hastalig1 olan yenidoganlarda 6zel bir endise kaynagidir ve Birlesik Krallik’ta diisiik
dogum agirlikli bebeklerde goriilen tiim invaziv mantar enfeksiyonlarmin dortte
birinden fazlasina ve Kuzey Amerika’da yenidogan Candida kan dolasimi
enfeksiyonlarinin tigte birine neden olur. Ek olarak, siklikla neonatal mortalite ile iliskili
oldugu bircok yenidogan yogun bakim iinitesinde izole edilen baskin mantar

organizmasidir’®,
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Mantar numunesi

Amanita phalloides mantarlar1 Diizce/Glimiisova/Yesilyayla Kasabasi ormanlik
alanlarindan 16.11.2011 yilinda Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim
Dali Bagkani1 Prof. Dr. Ertugrul Kaya tarafindan toplanmis, teshis edilmis, 50-60° C
hava akimi altinda 12 saatte kurutulup ogiitiilerek toz haline getirilmistir ve

calismamizda kullanilmak {izere tarafimiza saglanmistir.
3.1.2. Kullamilan test mikroorganizmalari

Antimikrobiyal ¢alismalarda kullanilan test mikrorganizmalar1 bes bakteri ve iki maya
susundan olusmaktadir. Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida albicans (klinik
izolat), metisilin duyarli Staphylococcus aureus (MSSA-ATCC 29213), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(klinik izolat), metisilin direngli S. aureus (MRSA-ATCC 43300) Diizce Universitesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi (Merkezi) Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan

temin edilmistir.
3.1.3. Laboratuvar kosullari

Calismamizda mantar ekstraksiyonu igin Diizce Universitesi Geleneksel ve
Tamamlayict Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUGETAM) laboratuvarlari,
antimikrobiyal etkinlik testleri i¢in Diizce Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi (Merkezi) bakteriyoloji laboratuvari ve alfa-beta amanitin madde ve miktar
tayini icin Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji ana bilim dal

laboratuvarlar1 kullanilmistir.
3.1.4. Kullamilan kimyasallar

Kloroform: Fluka
Aseton: Sigma Aldrich
Metanol: Fisher Chemical

Amonyum asetat: Merck
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Asetonitril: Sigma-Aldrich
Asetik asit: Sigma-Aldrich
Alfa amanitin standardi: Sigma-Aldrich

Beta amanitin standardi: Enzo Life Sciences
3.1.5. Cihazlar ve teknik materyaller

Antibiyotikli ve bos diskler: Bioanalyse (Ankara, Tiirkiye)
Miiller hinton agar: Becton (Dickinson,Almanya)
McFarland Cihazi: Densichek plus

Etiiv: Dihan Scientific Incubator

Calkalamali etiiv: Kmstech Laboratory Instruments
Rotary Evoporator: Kmstech Laboratory Instruments
Liyofilizator: Christ Alpha 1-2 LO plus

Hassas terazi: Weightlab instruments

Membran Filtre: Welch Materials (0.22 um)

Distile su cihazi: Human Power I

pH metre: XS Instruments

Yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC): Shimadzu (Japonya)
Santrifiij: DLAB Scientific

Vortex: Four E’S Scientific

Otomatik mikropipetler: Brand

Mikroenjektor: Hamilton

Buzdolab1

Ependorf tipler

Petri kabi, ekiivyon ¢ubugu

Balon joje, erlen, saat cami, meziir vb cam malzemeler
3.2. Yontem
3.2.1. Mantar ekstraktimin hazirlanisi

50-60° C hava akimi altinda 12 saatte kurutulup 6giitiilerek toz haline getirilmis mantar
numunesinden her ¢oziicii i¢in 25 er gram tartilarak tizerine 250 ser ml (1/10 oraninda)
kloroform, aseton, metanol ve distile su ilave edildi. Cesitli fizikokimyasal 6zelliklere

sahip bilesikleri ¢ikarmak i¢in polaritesi farkli dort ¢oziicii kullanildi. Oda sicakliginda
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48 saat calkalamali etiive koyuldu. (Resim 3.1) iki kez filtre kagidi ile siiziildii. (Resim
3.2) Kloroform, aseton ve metanol ¢oziiciileri i¢eren ekstraktlar rotary evoporatore
takilarak 30° C de 10 ml kalincaya kadar ucuruldu’. (Resim 3.3) Distile su igeren
ekstrakt derin dondurucuda dondurulduktan sonra liyofilizatére takilip suyun tam
kuruluga kadar uzaklastirilmasi saglandi. (Resim 3.4) Metanol, aseton ve kloroforma ait
ektrelerde ka¢ gram madde oldugunun tespiti i¢in ekstrelerden birer mililitre alinip saat
camima koyuldu ve ¢d6ziiclisiiniin ugmasi saglandiktan sonra tekrarli Ol¢timlerle bir
mililitrede ka¢ gram madde ¢o6ziildiigi tespit edildi. Daha sonra bu ekstraktlardan
gerekli seyreltme islemi yapilarak kloroform ¢oziiciisiine ait ekstreden 150 mg/ml (KE),
aseton ¢oziiclisline ait ekstreden 150 mg/ml (AE), metanol ¢oziiciisiine ait ekstreden 150
mg/ml (ME) stok ¢6zeltileri hazirlandi. Distile suyun tamamu liyafilizatérde uguruldugu
icin stok ¢ozeltiler kat1 ekstraktan hassas terazi ile tartilip tekrar distile suda ¢oziilerek
distile su ¢oziiciisiine ait ekstreden 150 mg/ml (SE1), distile su ¢o6ziiciisiine ait ekstreden
300 mg/ml (SE2), distile su ¢oziiciisiine ait ekstreden 600 mg/ml (SE3) stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Stok ¢ozeltiler 0.22 um lik membran filtrelerden gecirilerek steril hale
getirildi. Ekstraktlar kullanilincaya kadar +4° C de buzdolabinda muhafaza edildi.

KMSTECH

Resim 3.1. Calkalamal1 etiiv
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Resim 3.2. Filtrelenen ekstraktlar

Resim 3.4. Liyofilizator
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3.2.2. Ekstraksiyon verimi

Bitki ekstraksiyonu dort farkli ¢oziicii kullanilarak elde edilmis olup, en verimli ekstrakt

distile su ile saglandi.
3.2.3. Antimikrobiyal aktivite tayini

Mantar ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla disk
difizyon yontemi (Kirby-Bauer yontemi) kullamldi’?. Ekstrelerin  konsantrasyon
stoklar1 kullanilarak antimikrobiyal aktivite tayini amaciyla disk difiizyon testi
bakteriler i¢cin European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
kriterleri; mayalar i¢in CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) (CLSI
standard M44-A2) kriterleri géz 6niine alinarak uygulandi.

3.2.3.1. Besiyerlerinin hazirlanmasi ve saklanmasi

Disk difiizyon yonteminde bakteriler i¢in Mueller-Hinton agar (MHA) (Becton-
Dickinson,Almanya) kullanildi. Mayalar i¢in % 2 glukoz ve 0,5 pg/ml metilen mavisi
eklenmis MHA besiyeri kullanildi. Hazirlanan besiyeri 15 dk 121 °C’de otoklavda
sterilize edildikten sonra bek alevi yaninda derinlik 4 mm=+0.5 (150 mm’lik yuvarlak
petriye 71 ml) olacak sekilde petrilere dagitildi. Petriler daha sonra kullanilmak {izere
+4 °C’de buzdolabinda saklandi.

3.2.3.2. inokiilum hazirlanmas:

Bakteri ve maya siispansiyonu hazirlamak tizere dogrudan koloni siispansiyon yontemi
kullanild1. inokiilum siispansiyonu hazirlamak iizere mikroorganizmanin secici olmayan
besiyerindeki 16-24 saatlik kiiltiirii kullanildi. Mikroorganizmalarin benzer morfoloji
gosteren kolonilerinden bir kag tanesi steril 6ze yardimiyla alindi ve steril tuzlu su
(%0.85 NaCl) iginde siispanse edilip vortekslendi. Siispansiyonun yogunlugu, bakteriler
i¢in E. coli’nin yaklasik 1-2 x 108 CFU/ mI’sine karsilik gelen; mayalar igin 1- 5x10°
maya/ml’sine karsilik gelen McFarland 0.5 standardi ile esit olacak sekilde

Densitometre (McFarland) cihaz ile ayarlandi.
3.2.3.3. Agar plaklarmin inokiilasyonu ve antibiyotik disklerin yerlestirilmesi

Steril pamuklu ekiivyon ¢ubugu, inokiilum siispansiyonu igine daldirilip pamuktaki
fazla sivi, ¢ubugun pamuklu kismini tiiplin i¢ kenarma bastirip dondiirerek atildi.

Pamuktaki inokiilum agar yiizeyinin her tarafina esit olacak sekilde ti¢ yonde (60°
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dondiiriilerek) cubuk yardimiyla yayildi. Inokiilum siispansiyonlar1 hazirlandiktan sonra
15 dakika i¢inde besiyerine yayildi. Ticari olarak temin edilen 6 mm lik bos disklere
(Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye), kloroform (3 mg/disk), aseton (3 mg/disk), metanol (3
mg/disk), ve distile su (3 mg/disk, 6 mg/disk, 12 mg/disk) ile hazirlanan bitki
ekstratlarindan steril sartlarda 20 pl emdirildi. Negatif kontrol olarak da kloroform,
aseton, metanol ve steril distile su ¢oziiclilerinden 20 pl emdirildi. Pozitif kontrol olarak
bakteriler igin gentamisin (10 ug), gentamisin (30 pg), penisilin G (1U), fusidik asit (10
ng), kloramfenikol (30 pg), piperasilin (30 pg), ampisilin (2 pg), amoksisilin/
klavulanik asit (20/10 pg); mayalar i¢in nistatin (100 IU) ve flukonazol (25 pg) igeren
diskler kullanildi (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye). Diskler, inokiilasyon sonras1 15 dakika

iginde agar yiizeyine steril pens yardimiyla yerlestirildi.
3.2.3.4. Plaklarin inkiibasyonu ve zon c¢api ol¢iimii

Bakteri stispansiyonu inokiile edilen ve antibiyotik diskleri yerlestirilen plaklar en geg
15 dakika iginde ters cevrilerek inkiibasyona kaldirildi. Bakteriler igin 35+1°C 24 saat;
mayalar icin; 35£1°C 20-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 zon sinirlari, plak
gozden 30 cm uzakta tutularak, c¢iplak gozle bakildiginda tiremenin tam olarak inhibe
oldugu nokta olarak degerlendirildi. MHA plaklarinin okumasi, yansiyan 1sikla
aydinlatilmis koyu renkli bir zemin {izerinde, plagin arka yiiziinden yapildi. Zon gaplari

kumpas yardimiyla 6l¢iildii. Deneylerin hepsi ti¢ tekrarl olarak ¢aligildi.
3.2.4. Amanita phalloides ekstraktlarinda alfa ve beta amanitin tayini

Antimikrobiyal tayin i¢in kullanilan mantar ekstrelerinin igerisindeki o ve f amanitinin

kalitatif ve kantitatif tespiti amaciyla HPLC sistemi kullanild1?230414%53,
3.2.4.1. HPLC analiz kosullar

Degazer, pompa ve dedektor ile analitik HPLC sistemleri olusturuldu. Sistemde degazer
(Shimadzu DGU-20A5), 0.02 ml/dakika hassasiyetli pompa (Shimadzu LC-20AT, bilgi
islem tinitesi (Shimadzu CBM-20A), ayirict vana, 20 uL manuel enjektorlii sample
loop, 5um partikilli C18 4.6 X 250 mm (Welch Ultisil) kolon, UV dedektor
(Shimadzu SPD-20A) sistemi kullanildi (Resim 3.5). Mobil faz akis hizi 1 ml/dakika
izokratik olarak kullanildi?2. Birinci mobil faz olarak Amonyum asetat (50 mM, pH: 5.5
asetik asit ile ayarlandi.) ve asetonitril (90:10, v/v) kullamldi”. Kolon sicakligi 40°C

olarak ayarlandi. 290-303 nm dalga boyunda calisildi. Alfa ve beta amanitinin UV
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spekturumunda 303 nm’de maksimum absorba sahip oldugu bilinmektedir?>4>>3, Analiz
siiresi 40 dakikadir. Oncelikle alfa amanitin standardi igin 7 noktal: 10- 20- 50- 100-
500- 1000- 2000 ng/ml uygulandi ve tutulma zamam ile toksin UV spektrumu
kaydedildi. Beta amanitin standardi i¢in 6 noktali 10- 20- 50- 100- 500- 1000 ng/ml
uygulandi ve tutulma zamani ile toksin UV spektrumu kaydedildi. Alfa ve beta
amnitine ait kalibrasyon egrileri ¢izildi. Daha sonra Amanita phalloides mantarina ait
KE, AE, ME, SE1, SE2, SE3 uygulanarak bu ekstrelerin igerisindeki alfa ve beta

amanitin madde ve miktar tayini HPLC sistemi ile yapildi.

Resim 3.5. Calismada kullanilan HPLC cihaz1
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4. BULGULAR

4.1. Antimikrobiyal Aktivite Bulgulari

Bu c¢alismada, Amanita phalloides mantarinin kloroform, aseton, metanol ve distile
sudaki ekstraktlarinin bakteriler ve mayalar iizerine olan etkilerini saptamak amaciyla
disk difiizyon yontemi kullanildi. Amanita phalloides ekstraktlarinin, én denemeler
sonucu belirlenen kloroform, aseton ve metanol ¢6ziiciileri i¢in 150 mg/ml; distile su
igin ise {i¢ ayr1 konsantrasyonda 150, 300, 600 mg/ml stok ¢o6zeltileri hazirlandi. Bos
diske stok ¢ozeltilerden 20 pl ekstrakt emdirilerek petrilere yerlestirildi ve ekstraktlarin
kullanilan test mikroorganizmalarina karsi olusturduklart inhibisyon zon ¢aplari
olgiilerek Tablo 4.1°de verildi. Negatif kontrol olarak kloroform, aseton, metanol ve
steril distile su kullanildi. Pozitif kontrol olarak bakteriler i¢in gentamisin (10 pg),
gentamisin (30 pg), penisilin G (1U), fusidik asit (10 pg), kloramfenikol (30 pg),
piperasilin (30 pg), ampisilin (2 pg), amoksisilin/ klavulanik asit (20/10 pg); mayalar
icin nistatin (100 IU) ve flukonazol (25 ng) igeren diskler kullanildi (Bioanalyse,
Ankara, Tiirkiye). Inhibisyon zonlari, disk ile beraber inhibisyon zonunun tiim smiri

olgtilerek milimetrik olarak kaydedildi. (Resim 4.1 - 4.7).

Resim 4.1. MSSA (ATCC 29213) tiirtine kars1 bitki
ekstraktlarinin, negatif ve pozitif kontrollerin inhibisyon
zonlar1

SE1: Distile su ekstraktr 150 mg/ml ME: Metanol ekstarkt: 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstraktt 300 mg/ml M: Metanol
SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml A: Aseton
KE: Kloroform ekstrakti 150 mg/ml K: Kloroform
AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml S: Distile su
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Resim 4.2. MRSA (ATCC 43300) tiiriine karst bitki
ekstraktlarinin, negatif ve pozitif kontrollerin inhibisyon
zonlar1

SE1: Distile su ekstrakt1 150 mg/ml  ME: Metanol ekstarkt1 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstrakt1 300 mg/ml ~ M: Metanol

SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml  A: Aseton

KE: Kloroform ekstrakti1 150 mg/ml  K: Kloroform

AE: Aseton ekstrakt: 150 mg/ml S: Distile su

tirtine kars1 bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif
kontrollerin inhibisyon zonlar1

SE1: Distile su ekstrakt1 150 mg/ml ~ ME: Metanol ekstarkt1 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstrakt1 300 mg/ml ~ M: Metanol

SE3: Distile su ekstrakt1 600 mg/ml ~ A: Aseton

KE: Kloroform ekstrakti 150 mg/ml  K: Kloroform

AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml S: Distile su
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Resim 4.4. Enterococcus faecalis (ATCC 29212) tiiriine
kars1 bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif kontrollerin
inhibisyon zonlar1

SE1: Distile su ekstraktt 150 mg/ml  ME: Metanol ekstarkt: 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstraktt 300 mg/ml ~ M: Metanol

SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml  A: Aseton

KE:Kloroform ekstrakti 150 mg/ml  K: Kloroform

AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml S: Distile su

Resim 4.5. Escherichia coli (ATCC 25922) tiiriine kars1
bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif kontrollerin
inhibisyon zonlar1

SE1: Distile su ekstrakt1 150 mg/ml  ME: Metanol ekstarkt1 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstrakt1 300 mg/ml ~ M: Metanol

SE3: Distile su ekstrakt1 600 mg/ml ~ A: Aseton

KE: Kloroform ekstrakti 150 mg/ml  K: Kloroform

AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml S: Distile su
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Resim 4.6. Candida albicans (klinik izolat) tiirtine kars1
bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif kontrollerin
inhibisyon zonlar1

SE1: Distile su ekstraktt 150 mg/ml  ME: Metanol ekstarkt: 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstraktt 300 mg/ml ~ M: Metanol

SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml  A: Aseton

KE:Kloroform ekstraktt 150 mg/ml  K: Kloroform

AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml S: Distile su

Resim 4.7. Candida parapsilosis (ATCC 22019) tiiriine
kars1 bitki ekstraktlarinin, negatif ve pozitif kontrollerin
inhibisyon zonlar1

SE1: Distile su ekstraktt 150 mg/ml ME: Metanol ekstarkt: 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstraktt 300 mg/ml  M: Metanol

SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml ~ A: Aseton

KE:Kloroform ekstrakt: 150 mg/ml  K: Kloroform

AE: Aseton ekstrakt1 150 mg/ml S: Distile su
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Tablo 4.1. Amanita phalloides mantarinin antimikrobiyal aktivitesi

KE
AE
ME
SE1
SE2
SE3

Penisilin G (1U)
Fusidik Asit
(10 pug)
Kloramfenikol
(30 pg)
Gentamisin
(10 pg)
Gentamisin
(30 ng)
Piperasilin (30ug)
Ampisilin (2 pg)
Amoksasilin/
Klavulonik asit
(20/10 pg)
Nistatin (1001U)

Flukonazol
(25 ng)

Kloroform
Aseton
Metanol

Distile Su

- :Bususlarda standart kullanimi bulunmuyor.

MSSA
(ATCC
29213)

14,3+£0,6
15,0+ 0,0
16,0 £0,0

14,7+0,6
333+59

29,7+£5,1

24,0+2,6

0
0
0

0

inhibisyon Zonu (mm/20 pl/disk)*

MRSA
(ATCC
43300)

16,3+0,6
17,0+ 0,0
19,0 £0,0

31,3+£0,6
29,3+£0,6

24,0+ 1,7

0
0
0
0

SEL: Distile su ekstrakti 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstrakti 300 mg/ml
SE3: Distile su ekstrakt: 600 mg/ml
(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarmin ¢aplarim gostermektedir, her disk 6mm c¢apindadir ve deneyler ii¢
tekrarl olarak caligilmstir.

P.
aeruginosa
(klinik
izolat)

0
0
0
9,3+1,5
10,0 1,7
10,7+1,2

E. coli
(ATCC
25922)

0
0
0
0

7,3+£0,6
10,7+£2,3

Pozitif Kontrol

19,3+0,6

20,3+£0,6

28,0+3,5

203+23

22,0+3,5

19,3 +4,6

Negatif Kontrol

0

0
0
0

o O o o

E.
faecalis
(ATCC
29212)

0

0

0

0

7,0+£0,0
8,0+0,0

20,3+1,2

243+23

143+23

10,3+£0,6

o o o o

C.
albicans
(klinik
izolat)
0

0
0
0
0
0

16,3+£0,6
30,7+1,2

o O o o

ME: Metanol ekstarkt1 150 mg/ml
KE: Kloroform ekstrakti 150 mg/ml
AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml

C.
parapsilosis
(ATCC
22019)

0

0
0
0
0
0

18,0+0,0
34,0+0,0

o O o o
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Calismamizda Amanita phalloides distile su ekstraktlarinin en yiiksek zon actig1 bakteri
tiriiniin  MRSA (ATCC 43300) oldugu saptandi. (Sekil 4.1) SEI’in MRSA (ATCC
43300) tiirii iizerinde 16,3 = 0,6 mm zon olusturdugu; sirastyla SE2’nin olusturdugu zon
cap1 17,0 = 0,0 mm, SE3’in olusturdugu zon cap1 19,0 = 0,0 mm’dir. Artan
konsantrasyonlarinda olusan zon ¢apinin arttigi ve MRSA (ATCC 43300) tiiriinde diger

bakteri tiirlerinden genis oldugu belirlendi.

Amanita phalloides distile su ekstraktlarinin Metisilin duyarli Staphylococcus aureus
(MSSA-ATCC 29213) tiiri tizerinde de zon agtigr saptandi. SE1’in 14,3 + 0,6 mm
inhibisyon zonu olusturdugu ve sirasiyla SE2’nin actigi zon g¢apt 15,0 = 0,0 mm,
SE3’{in a¢t1g1 zon ¢ap1 16,0 £ 0,0 mm’dir. (Sekil 4.2) Artan konsantrasyonlarinda zon
capinin da arttig1 saptandi. SE3’iin agmis oldugu 16,0 + 0,0 mm lik zon ¢apinin pozitif
kontrol olarak kullanilan Penisilin G (1 U) nin 14,7 = 0,6 mm lik agmis oldugu zon

capindan fazla oldugu tespit edildi.

SE1’in Pseudomonas aeruginosa (klinik izolat) tiirii tizerinde 9,3 + 1,5 mm inhibisyon
zonu actig1 ve sirastyla SE2’nin agtig1 zon ¢ap1 10,0 = 1,7 mm, SE3’{in a¢tig1 zon ¢ap1

10,7 + 1,2 mm’dir. Artan konsantrasyonlarinda agilan zonun arttig1 saptandi. (Sekil 4.3)

SE1’in Escherichia coli (ATCC 25922) tiirii ilizerinde inhibisyon zonu ag¢madigi
saptandi. SE2°nin agtig1r zon ¢apt 7,3 = 0,6 mm, SE3’iin actig1 zon ¢ap1 10,7 = 2,3

mm’dir. Artan konsantrasyonda agilan zonun arttig1 saptandi. (Sekil 4.4)

Amanita phalloides distile su ekstraktlariin  en diisiik antibakteriyel aktivitesi
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) tiirii tizerinde saptandi. SE2’nin a¢tig1 zon gapi1
7,0 £ 0,0 mm, SE3’lin agtig1 zon ¢ap1 8,0 + 0,0 mm’dir. Artan konsantrasyonda agilan

zonun arttig1 saptandu. (Sekil 4.5)

Amanita phalloides mantariin dort farkli ¢oziiciide hazirlanan ekstraktlarinin Candida
albicans (klinik izolat) ve Candida parapsilosis (ATCC 22019) tiirleri iizerine etkili

olmadig1 saptandi.
ME, AE ve KE’ nin kullanilan mikroorganizmalar {izerinde etkili olmadig1 saptandi.

Amanita phalloides mantarinin distile su ile hazirlanan artan miktardaki

konsantrasyonlarinin daha fazla zon agtig1 saptanda.
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Pozitif kontrol olarak ticari olarak temin edilen disklerin antimikrobiyal etkileri Tablo

4.1°de gosterilmektedir.

Negatif kontrol olarak disklere emdirilen ¢6ziiciilerin antimikrobiyal etkisi saptanmadi.

Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA)
31.3
-~ 35 =93
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Sekil 4.1. A. phalloides ekstraktlarinin Metisilin Diregli Staphylococcus aureus
(MRSA)’a kars1 inhibisyon zon ¢aplari

SE1.: Distile su ekstrakt1 150 mg/ml ME: Metanol ekstarkt1 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstraktt 300 mg/ml KE: Kloroform ekstrakti 150 mg/ml
SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml

Metisilin Duyarh Staphylococcus aureus (MSSA)

33,3
35 29,7
2 30
S 25
c 20
&3
2510 0 0
-E 0 T T T 1
A

Sekil 4.2. A. phalloides ekstraktlarinin Metisilin Duyarh Staphylococcus aureus
(MSSA)’a kars1 inhibisyon zon ¢aplari

SE1.: Distile su ekstrakt1 150 mg/ml ME: Metanol ekstarkt: 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstraktt 300 mg/ml KE: Kloroform ekstrakt1 150 mg/ml
SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml
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Pseudomonas aeruginosa
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Sekil 4.3. A. phalloides ekstraktlarmin Pseudomonas aeruginosa’ya karsi inhibisyon
zon ¢aplari

SE1.: Distile su ekstraktr 150 mg/ml ME: Metanol ekstarkt: 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstraktt 300 mg/ml KE: Kloroform ekstrakti1 150 mg/ml
SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml

Escherichia coli
28

30
25
20
15
10

inhibisyon Zonu

Sekil 4.4. A. phalloides ekstraktlarinin Escherichia coli’ye kars1 inhibisyon zon ¢aplari

SE1: Distile su ekstraktr 150 mg/ml ME: Metanol ekstarkt: 150 mg/ml
SE2: Distile su ekstraktt 300 mg/ml KE: Kloroform ekstrakt1 150 mg/ml
SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml
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Enterococcus faecalis

30
25
20
15
10

24,3

inhibisyon Zonu

Sekil 4.5. A. phalloides ekstraktlarinin Enterococcus faecalis’e karsi inhibisyon zon
caplart

SE1: Distile su ekstrakt1 150 mg/ml ME: Metanol ekstarkt1 150 mg/ml
SEZ2: Distile su ekstrakt1 300 mg/ml KE: Kloroform ekstrakt: 150 mg/ml
SE3: Distile su ekstrakt: 600 mg/ml AE: Aseton ekstraktr 150 mg/ml

4.2. Amanita phalloides Ekstraktlarinda Alfa ve Beta Amanitin Tayini Bulgular
4.2.1. Alfa ve beta amanitin tayini

Hazirlanan KE, AE, ME, SE1, SE2 ve SE3 ekstrelerinin igerisindeki o ve B amanitin
madde ve miktar tayini HPLC sistemi ile analiz edildi. HPLC sisteminde ilk dnce o ve
B amanitin standartlar1 verilip piklerin tutulma zamanmi ve miktar analizi i¢in gerekli
kalibrasyon egrileri bulundu. Standartlarin tutulma zamani o- amanitin igin 20.29
dakika, B- amanitin igin 16.47 dakikadir. Daha sonra farkli ¢6ziiciilerdeki mantar
ekstreleri HPLC sistemine verildi. Mantar ekstrelerine ait dalgalarm o ve 3 amanitin
oldugunu anlamak i¢in mantar ekstreleri ve o - B amanitin standartlarinin HPLC
grafikleri c¢akistirilip ekstrelere ait dalgalarin o ve B amanitin ile ayn1 dakikalarda ve
ayni dalga boyunda pik verip vermedigine bakildi. SE1’in HPLC sistemindeki grafigi
Sekil 4.6’da gosterilmektedir. HPLC’den alinan verilere gére mantar ekstrelerinden
distile su ile hazirlanan ¢ozeltilerde ve metanol ile hazirlanan ¢ozeltilerde a ve B
amanitin varligi saptandi. Kloroform ve aseton ile hazirlanan ekstrelerde a ve 3
amanitin varlig1 saptanmadi. Sulu ekstrelerin ve metanol ekstresine ait o ve 3 amanitin
tutulma zamanlar1 Tablo 4.2’te gosterilmektedir.
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Tablo 4.2. Metanol ve distile su ile hazirlanan ekstrelere ait alfa ve beta amanitin
dalgalarinin tutulma zamani.

Ekstrakt Ad1  B- amanitin Tutulma Zamam (Dak.) o- amanitin Tutulma Zamam (Dak.)
SE1 16.2 20.5
SE2 16.15 20.5
SE3 16.11 20.6
ME 16.06 20.4
SE1: Distile su ekstraktr 150 mg/ml SE3: Distile su ekstraktt 600 mg/ml
SE2: Distile su ekstrakt: 300 mg/ml ME: Metanol ekstarkt1 150 mg/ml

65000
R . . — :290Nm
a0oo 4 A / p - amanitin a - amanitin -303nm

R e e e B e T L A e e e e B e e A L e e S e R B e
160 170 180 190 200 210 20 20 240 20 20 270 280 20 min

Sekil 4.6. SE1’e ait kromatogram

4.2.2. Alfa ve beta amanitin miktar analizi

Analizler ti¢ tekrarli olarak yapildi. Kalibrasyon egrisinin denklemine, ekstraktlarin
analizinde elde edilen pik alanlar1 uygulanarak madde miktar: 6l¢imii yapildi. Sonuglar
Tablo 4.3’ de gosterilmektedir. En yiiksek o ve § amanitin miktariin SE3’de oldugu ve
hazirlanan diger sulu ekstraktlardaki konsantrasyonun diistiikce icerisindeki o ve 3
amanitin miktarinin diistiigi tespit edildi. ME’nin de SE1’¢ yakin degerlerde o ve 3

amanitin icerdigi tespit edildi.
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Tablo 4.3. Mantar ekstrelerindeki alfa ve beta amanitin miktar1 (mg/ml)

SE1 SE2 SE3 ME AE KE
o- amanitin (mg/ml) 7,45 12,12 20,50 9,40 0 0
B- amanitin (mg/ml) 9,84 16,11 36,57 7,65 0 0

SE1: Distile su ekstrakti 150 mg/ml
SEZ2: Distile su ekstrakt1 300 mg/ml
SE3: Distile su ekstrakt: 600 mg/ml

ME: Metanol ekstarkti 150 mg/ml
AE: Aseton ekstrakti 150 mg/ml
KE: Kloroform ekstraktt 150 mg/ml
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5. TARTISMA ve SONUC

A. phalloides mantarmin kloroform, aseton, metanol ve distile su ile hazirlanan
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinligi disk difiizyon testi ile arastirildi. Disk difiizyon
testi, A.W. Bauer, W.M. Kirby ve ark. tarafindan 1960’1 yillarda gelistirilmistir ve
mikrobiyoloji laboratuvarlar1 tarafindan en sik kullanilan antibiyotik duyarlilik testi

olmustur™.

Amanita phalloides distile su ekstraktlarinin en yiiksek zon agtigi bakteri tiiriiniin
MRSA (ATCC 43300) oldugu saptandi. SE3’tin MRSA’ya kars1 agtig1 zon ¢apt 19,0 £
0,0 mm’dir. Pozitif kontrol grubu olarak kullandigimiz gentamisin 10 (ug) 24,0 + 1,7
mm zon a¢mistir. Ekstraktin igerisindeki etkili olan bilesik/bilesiklerin MRSA iizerinde
actigl zon capmin pozitif kontrole yakin oldugu tespit edildi. Amanita phalloides
mantarinin distile su ile hazirlanan ekstraktinin MRSA gibi direng gelistiren ve diinyada
yiiksek morbidite ve mortalitaye sebep olan bir bakteri tiiriine kars1 etkili olmas1 6nemli

bir veri olarak dikkat ¢ekmektedir.

Amanita phalloides distile su ekstraktlarinin metisilin duyarli Staphylococcus aureus
(ATCC 29213- MSSA) tiird tizerinde de zon agtig1 saptandi. SE3’tin agmis oldugu 16,0
+ 0,0 mm’lik zon ¢apmin pozitif kontrol olarak kullanilan Penisilin G (1 U) diskinin
14,7 £ 0,6 mm’lik agmis oldugu zon ¢apindan fazla oldugu ve ekstrenin halihazirda

kullanilan Penisilin G (1 U)’den fazla zon agtig1 saptandi.

SE3’{in Pseudomonas aeruginosa (klinik izolat) tiirii tizerinde agtigi zon ¢ap1 10,7 £ 1,2
mm’dir. Pozitif kontrol olarak uygulanan disklerin agmis oldugu zon ¢aplar1 gentamisin
(10 pg) i¢in 19,3 + 0,6 mm ve piperasilin (30 pg) i¢in 20,3 + 0,6 mm’dir. Calistigimiz
mikroorganizma klinik izolat oldugu i¢in mukayese antibiyotiklerin olusturdugu zon
caplart EUCAST klinik smir deger tablosu siiriim 11°e gore degerlendirilmis ve
kullanilan klinik izolat piperasilin antibiyotigine duyarli olarak bulunmustur. Ekstraktin
olusturdugu zon ¢ap1 ise pozitif kontrollere (antibiyotikler) gére daha azdi. Amanita
phalloides mantarinin distile su ile hazirlanan artan miktardaki konsantrasyonlarinda

actig1 zonun arttig1 gozlendi.

49



Distile su ekstraktlariin en az agtig1 zon Enterococcus faecalis (ATCC 29212) tiirii

tizerinde saptandi.

SE2 ve SE3’in Escherichia coli (ATCC 25922) tiirii tizerinde agtigi zon ¢aplari
sirasiyla 7,3 = 0,6 ve 10,7 = 2,3 mm bulundu. A. phalloides ile ilgili yapilan literatiir
taramalarinda Erjavec ve arkadaslarinin (2016) yaptigi calismada A. phalloides mantari
ekstratinin in vitro mikrotiter plaka deneylerinde farkli Ralstonia solanacearum
filotiplerine, R. mannitolilytica ve E. coli dahil olmak tizere test edilen tiim bakterileri
inhibe ettigi belirlenmistir.”* Chelela ve arkadaslarinmn (2014) yaptigi calismada da A.
phalloides mantarmin etanol ekstresinin mikrodiliisyon yontemiyle antibakteriyel
aktivitesi arastirilmis ve E. coli tirtine karsi zayif aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir.” Kullanilan yéntemler farklidir. Calismamizda da E. coli bakterisine kars1
SE2 ve SE3’iin etkili oldugu tespit edildi.

Amanita phalloides mantarinin farkl fizikokimyasal 6zelliklere sahip kloroform, aseton
ve metanol ¢oziciileri ile hazirlanan ekstraktlarinin  ¢alismamizda kullanilan
mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etkinliginin olmadig1 saptandi. Bu duruma
¢oziiclilerin antimikrobiyal etkinlik gdsterebilecek bilesikleri ¢dzememis olmasi, yeterli
diizeyde ¢ozememesi, etkili bilesigin yapisini bozmus olmasi, ekstraktlarin diisiik
konsantrasyonda olmas1 gibi nedenler sebep olabilir. Yapilan literatiir taramalarinda da
Chelela ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 calismada yag Amanita phalloides mantarinin
etanol ve kloroform ekstrakti hazirlanip mikrodiliisyon yontemiyle S. flexneri, S. typhi,
V. cholera, E. coli, S. kisarawe, S. pyogens, K. pneumoniae, P. aeruginosa, K. oxytoca,
M. madagascari ensis ve M. indicuspranii bakterilerine kars1 etkinligi arastirilmistir.
Amanita phalloides mantarinin etanol ekstresinin, E. coli tiiriine kars1 zayif aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. (MIK = 3.13 mg/ml).”® Kullanilan yontem farklidir ve yas
mantar iizerinde deneyler yapilmistir. Coziicii olarak kloroform kullanilan ekstraktin E.
coli ve P. aeriginosa tiirlerine karsi aktivide gostermedigi bildirilmistir. Arastirma
sonuclar1 antimikrobiyal aktivitesi bakimindan kloroform kullanilarak hazirladigimiz

ekstrakttaki ¢aligmamiz ile paralellik gostermektedir.

Yapilan literatiir incelemelerinde A. phalloides mantarina ait antimikrobiyal aktivitesi
ile ilgili yeterli ¢calismaya rastlanmamaktadir. Oysa Amanita cinsinin diger tiirlerine ait

ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. Amanita
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cinsine ait yapilan antimikrobiyal c¢alismalarda da mantarlarin antimikrobiyal

etkinligine rastlanilmistir.

Dogan ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada kurutulup toz haline
getirilen A. ovoidea tiiriiniin kloroform, aseton ve metanol ile hazirlanan ekstreleri,
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak dort Gram-pozitif bakteri (Bacillus subtilis ATCC
6633, Staphylococcus aureus ATCC 6633, Listeria monocytogenes type 2 NCTC 5348
ve Streptococcus pyogenes ATCC 19615), bes Gram-negatif bakteri (Escherichia coli
ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Proteus vulgaris ATCC 7829 ve Salmonella enteritidis RSHMB) ve mayaya
(Candida albicans ATCC 1023) kars1 antimikrobiyal aktiviteler igin test edilmistir.
Amanita ovoidea, her test mikroorganizmasina karsi gesitli konsantrasyonlarda farkli

antimikrobiyal etkiler sergilemistir.'®

Bala ve arkadaslarinin (2011) yaptig1 ¢alismada dondurularak kurutulmus Amanita sp.,
Amanita flavella ve Amanita ochrophylla tiirlerinin distile su ve etanolle hazirlanan
ekstrelerinin mikroplak yontemiyle S. aureus ve E. coli {izerindeki antimikrobiyal

etkinligine bakilmistir ve etkili bulunmustur. "

Akbas’in yaptig1 ¢alismada (2010) kurutulup ogiitiilerek toz haline getirilen Amanita
caesarea mantarinin metanol, aseton ve kloroform ¢oziiciileri ile maserasyon ve
sokshlet ekstraksiyonu ile hazirlanan ekstraktlarinin mikrodiliisyon yontemiyle Gram-
pozitif bakterilere (B. subtilis, S. aureus, L. monocytogenes, S. pyogenes), Gram-negatif
bakterilere (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. vulgaris, S. enteritidis) ve
mayaya (C. albicans) karsi antimikrobiyal etkinligine bakilmigtir. Ekstraktlarin

tamaminda degisik oranlarda antimikrobiyal aktivite gozlendigi bildirilmistir.”’

Janes ve arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan ¢alismada metanolle ekstrakte edilen
kurutulmus ve yas Amanita virosa mantarimin P. Aeruginosa ve S. aureus tiiriine karsi

antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir.®

Alfa amanitin, 6karyotik hiicrelerin ¢ogunda 6ldiiriicii bir etkiye sahip oldugu i¢in insan
ve hayvan sagligini tehdit eden bazi1 patolojik mantarlar iizerinde terapotik etkiler
saglayabilecegi diisliniilmektedir. Bu ylizden antifungal duyarliligin arastirilmasi da
yeni antifungal bilesiklerin kesfi icin gerekli goriilmektedir. Son zamanlarda

mantarlarin, antimikrobiyallere karsi gelisen direng ve tarim {iriinlerinde verim kaybina
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neden olan parazitler gibi ¢esitli sorunlar1 ¢ozmede umut verici yeni protein kaynaklar
oldugu diisiiniilmektedir™*">"7° Bu nedenle Amanita phalloides mantarinin diger
mikroorganizmalar tizerine etkileri de arastirtlmistir. Chelela ve arkadaslarinin (2014)
yaptig1 c¢alismalarda A. phalloides mantarmin larvasit ve antibakteriyel aktivitesi
aragtirtlmistir. Yapilan ¢alismada C. quinquefasciatus tiiriine karsi ¢ok zayif larvasit
etkisi oldugu ve E. coli tiiriine kars1 zayif aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.”"®
Wang ve arkadaslarinin (2011) yaptig1 c¢alismada A. pallidorasea mantarinin,
Blastomyces albicans’a kars1 antifungal aktiviteye sahip yeni bir peptid toksin kaynagi
oldugu bildirilmistir.”® Bizim calismamizda da Amanita phalloides mantarinin dort
farkli ¢oziiciide hazirlanan ekstraktlarinin antifungal etkinligi de arastirilmigtir. Ancak
Candida albicans ve Candida parapsilosis tiirleri tizerine etkili olmadigi saptandi.
Yapilan calismada disk diflizyon testinde distile su ekstraktlarinda liremenin disk
cevresinde daha az oldugu goriilmesine ragmen net bir zon goriintiisti elde edilemedi.
Bunun nedeni ekstrakt igerisinde antifungal etki gosterebilecek maddenin diigiik
konsantrasyonda olmasi olabilir. Daha yiiksek dozlarda hazirlanacak olan ¢ozeltilerde

antifungal etki gozlemlenebilecegi diisiiniilebilir.

Yapilan literatiir incelemelerinde Amanita cinsine ait yapilan antimikrobiyal
calismalarda da arastirmamizda kullandigimiz mikroorganizmalardan Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans tiirlerine kars1
antimikrobiyal etkinlik goriildiigii tespit edilmistir. Antibakteriyel etkiler caligmamizda
elde ettigimiz sonuglar ile uyumludur. Arastirmamizda antifungal etki gdozlenmemistir.
Antifungal etkinin gozlenmemesi calismamizda kullandi§imiz numuneden, kullanilan
yontemden, yeterli doza ulasilamamasindan veya diisiik ¢oziinilirliik veya yliksek
molekiiler kiitle nedeniyle aktif bilesigin agar igine diisiik diflizyonu sonucunda etkisini

gosterememesinden kaynaklaniyor olabilir.

Arastirmamizda Amanita phalloides mantarinin distile su ekstraktinin Staphylococcus
aureus tiiri iizerinde agmis oldugu zon capinin ticari olarak temin edilen penisilinin
actig1 zondan daha fazla oldugu tespit edildi. Beta laktam antibiyotiklere MRSA
suslariin direngli olmasi beklendiginden Amanita phalloides ekstraktinin etkisinin
beta-laktam antibiyotiklerin etki mekanizmasi disinda bir mekanizma ile gergeklestigi

distiniilebilir.
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Antimikrobiyal etkinligini degerlendirdigimiz ekstrelerin igerisindeki oo ve  amanitin
varligt ve madde miktar1 HPLC sistemi kullanilarak analiz edildi. A. phalloides
mantarinin distile su ile hazirlanan ekstreleri ve metanol ile hazirlanan ekstresinde o ve
B amanitin varligi ve madde miktar1 tespit edildi. Distile sulu ekstreler haricinde diger
coziiciilerle hazirlanan ekstrelerde herhangi bir antimikrobiyal aktivite tespit edilemedi.
Metanol ¢oziiclisii ile hazirlanan ekstrede o ve [ amanitin olmasina ragmen
antimikrobiyal aktivite gozlenmedi. Bu sebeple sulu ekstrelerde gozlemlenen
antibakteriyal aktivitenin o ve [ amanitin kaynakli olmayip suda ¢oziinen baska

bilesiklerden kaynaklanabilecegi sorusunu akla getirmektedir.
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6. SONUC

A. phalloides tiirii ile farkli deneysel ¢alismalar olmasina karsin ¢alismamiz farkli
mikroorganizmalar ilizerinde farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlar bakimindan ve
icerik analizi yapilarak o ve [ amanitin madde miktar ve tayini yapilan ilk ¢alisma
niteligindedir. Calismamizda A. phalloides mantar1 Gliimciil zehirlenmelere sebep
oldugu i¢in topikal olarak uygulanabilecegi Ongoriilereck genellikle yiizeyel
enfeksiyonlara sebep olan mikroorganizmalar segildi. Ekstraktlarin antimikrobiyal
etkinligine baktigimiz bu calismamizda yiiksek konsantrasyonlardaki distile su
ekstraktlarinin bakteriler {izerinde zon agtig1 gozlendi. Deneyler sonucunda en yiiksek
zon ¢ap1 A. phalloides mantarinin distile su ekstraktiyla MRSA (ATCC 43300) tiirline
kars1 bulundu. Metanollii ekstrakt igceriginde yaklasik SE1 ekstrakt icerigi kadar alfa ve
beta amanitin bulunmasina ragmen antimikrobiyal etki gézlenmemesi ilging bir veri
olarak karsimiza ¢ikmistir. Devam eden calismalarda ekstraktlarin igerisinde bulunan
bilesiklerin ayrilarak tek baslarina antimikrobiyal etkilerinin bakilmasi ihtiyaci
dogmustur. Bu caligmalar ile ekstrakta bulunan hangi maddenin hangi dozlarda etki

olusturdugu netlik kazanabilecektir.

Ulkemizde dogal olarak yetisen Amanita phalloides mantar1 ekstraktlari ile yaptigimiz
bu ¢aligmada, bakterilere kars1 kayda deger antibakteriyal veriler elde edildi. Secilen
mikroorganizmalarin  olusturdugu enfeksiyonlar ve gelecekte direng gelistirme

potansiyeli gbz Oniine alindiginda bulunan sonuglar umut verici diizeydedir.

Antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi ile giderek artan diren¢ problemine karsilik yeni
antibiyotiklerin kesfi giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Ileride yapilacak
caligmalarda sulu ekstrede bulunan diger bilesiklerin tayini ve antimikrobiyal
etkinliginin  arastirllmast  ile  ozellikle kullanilan  antibiyotiklere  direncli

mikroorganizmalara etkili yeni bir antimikrobiyal ajan kesfi i¢in 11k tutabilir.
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