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OZET

Bu ¢alismanin ilk asamasinda Agaricus bisporus (beyaz sus), Agaricus bisporus
(kestane susu), Boletus edulis, Cantharellus cibarius, Ganoderma lucidum, Pleurotus
ostreatus ve Trametes versicolor makrofunguslarindan ekstrakte edilen polisakkaritlerin in
vitro prebiyotik etkileri arastirnllmistir. Bu amagla Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
acidophilus ve Escherichia coli bakterilerinin % 0,25, % 0,5, % 10 ve % 2
konsantrasyonlarinda polisakkarit varliginda iiremesi 48 saat siire ile mikropetri
kuyularinda nefalometrik olarak izlenmistir. Negatif ve pozitif kontrol grubu olarak sirasi
ile glikoz ve inulin kullanilmistir. En yiiksek in vitro prebiyotik aktivite Cantharellus
cibarius polisakkaridinin (CCP) % 0,25 konsantrasyonda elde edilmistir. Calismanin
ikinci asamasinda % 0,25 CCP’nin in vivo kosullardaki prebiyotik etkisi mikrobiyolojik,
biyokimyasal ve histolojik parametreler ile arastirllmistir. Mikrobiyolojik parametre
olarak, in vivo deneylerden elde edilen bagirsak oOrneklerinde Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Bacteroides spp. ve Clostridium spp. sayimi yapilmistir.
Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp.’nin en fazla Uremesi CCP ile beslenen
sicanlarda olmustur. En yiliksek Bacteroides spp. ve Clostridium spp. dremesinin ise
negatif ve pozitif kontrol grubunda oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda

CCP’nin prebiyotik olarak bir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Makrofungus, mikrobiyota, prebiyotik, in vitro, in vivo.
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SUMMARY

In the first step on this study the in vitro prebiotic activity of some mushrooms
(Agaricus bisporus (white), Agaricus bisporus (brown), Boletus edulis, Cantharellus
cibarius, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus and Trametes versicolor)
polysaccharides were investigated. For this purpose, the growth of Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus acidophilus and Escherichia coli bacteria in presence of 0.25%,
0.5%, 1.0% and 2% concentrations mushroom polysaccharides was monitored
nephometrically in microplate wells during 48 hours. Glucose and inulin were used as
negative and positive control group, respectively. The highest in vitro prebiotic activity
was obtained in the 0.25% dose of Cantharellus cibarius polysaccharide (CCP). In the
second step of the study, the in vivo prebiotic effect of CCP (0,25%) was investigated by
microbiological, biochemical and histological parameters. The colonic Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Bacteroides spp. and Clostridium spp. were counted as
microbiological parameters. The highest colony numbers of Lactobacillus spp. and
Bifidobacterium spp. were obtained in the group of CCP. On the other hand, the highest
Bacteroides spp. and Clostridium spp. colony numbers were counted in negative and
positive control groups. As a result, it has been observed that CCP has a potential as a

prebiotic.

Keywords: Macrofungi, microbiota, prebiotic, in vitro, in vivo.
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1. GIRIS VE AMAC

Prebiyotikler, probiyotik  bakterilerin  Gremesini  arttirma ve  patojen
mikroorganizmalarin iiremesini 6nleme yolu ile gastrointestinal sistemde mikrobiyota
dengesini konak canli lehine diizenleyen oligosakkarit ve polisakkarit yapidaki biyolojik

urunlerdir (Bhakta ve Kumar, 2013).

Bir besinsel bilesenin prebiyotik olarak simiflandirilmasinda kullanilan baslica
kriterler;
a) Sindirim enzimleri tarafindan hidrolize ugramamasi ve absorbe olmamasi,
b) Sindirim kanalindaki yararli bakterileri segici sekilde zenginlestirmesi ve bunlarin
aktivitelerini yine canlinin lehine degistirmesi,
c) Konaga yararl lokal ve sistemik etkiler yapmasi,

olarak 6zetlenebilir (Bayirbag, 2007).

Zayif ve dengesiz beslenme, alkol ve sigara alimi gibi etmenler obezite, diyabet,
koroner hastaliklar ve kansere sebep olabilmektedir. Prebiyotikler bu hastaliklarin
etkilerini dnledigi ya da azalttigi i¢in prebiyotiklere olan talep giderek artmaktadir (Bhakta
ve Kumar, 2013).

Makrofunguslar hucre ceperlerinde glukan, kitin ve heteropolisakkaritler gibi
sindirilemeyen lifler icermeleri nedeni ile prebiyotik aktiviteye sahiptirler. Bu
polisakkaritlerin en biiyiik avantaji bagisiklig1 giiglendirici, antikanser, antibakteriyel,
antifungal ve antioksidan etkilerinin bulunmasidir. Ayrica makrofunguslar bazi vitaminleri
de icermektedir (Bederska-Lojewska vd., 2017). Bu sayede makrofungus tiketicileri
prebiyotik etkinin yani sira diger olast biyoaktif metabolitlerden de yararlanmisg
olacaklardir (Aida vd., 2009). Bu calismada farkli makrofungus tiirlerinden elde edilen
polisakkarit fraksiyonlarinin prebiyotik etkiye sahip olup olmadiklar1 in vitro ve in vivo

kosullarda sorgulanmustir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Mikrobiyota / Mikrobiyom Kavrami

Gastrointestinal alan besinlerin hazmini1 kolaylastiran ve hastaliklar1 Onleyen
bakteriler ile konak canli i¢in olumsuz etkilere sahip bakterilerin dengesini ve immiin
sistem hiicrelerini igerir. Bagirsaklarda bulunan total mikroorganizma kitlesi bagirsakta
dosenmis, dinamik bir bilesimdir. Bu bakteri kitlesi “mikrobiyota” veya “mikrobiyom”
olarak adlandirilir (Ferrao vd., 2017). Baz1 arastiricilar mikrobiyom kavramini bagirsakta
var olan kommuniteye ait total genler olarak da ele almaktadir. Bagirsak komunitesinde
var olan denge degisirse konak canlinin fizyolojik ve psikolojik sagligt bu durumdan
etkilenir. Bu nedenle kolonda bulunan mikrobiyal dinamik konak canlinin sagligi
konusunda 6nemli isleve sahip olup, insan sagligin1 koruyan bir bakteriyoterapi niteligi

tasir.

Insan viicudunda yasayan bakteriler konak canliya ait genler, yas, diyet ve yasam
tarz1 gibi etkenlerden etkilenirler. Stres, zayif beslenme, antibiyotik alim1 ya da yorgunluk
gibi nedenlerle bagirsak biyota dengesi bozulmaktadir. Bu gibi istenmeyen durumlarda en
azindan ishal, bagisiklik diisiisii, besin emiliminin azalmasi gibi bazi1 hastaliklara sebep

olmaktadir (Ferrao vd., 2017).

Insan mikrobiyom projesi (IMP) (Human Microbiome Project, HMP) insan
mikrobiyomunu ve mikrobiyotay1 olusturan mikroorganizmalarin dagilimini, gesitliligini
ve mikroevrimini etkileyen faktorleri, mikroorganizmalarin saglik ve hastaliktaki rollerini
belirlemek amaciyla ABD Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan baglatilmis ve Avrupa’dan
Asya’ya kadar ilerlemis interdisipliner bir ¢alismadir (Turnbaugh vd., 2007). Insan
mikrobiyomunun 6zii konak yasam tarzi, genotip, yasi, beslenmesi, psikolojisi,
patobiyolojisi, ¢evresi ve bagisiklik sistemi ile iligkilidir. Bu faktorlere gore mikrobiyota
kisiden kisiye farklilik ve cesitlilik gdstermektedir. IMP’de amag bu gibi faktorlere iliskin
kisiye 0zgii hastaliklarin tedavisini gelistirmektir (Turnbaugh vd., 2007; Gevers vd., 2012).



Insan bagirsak mikrobiyotas1 mantarlari, bakterileri, viriisleri ve diger dkaryotik
tarleri de iceren 100 trilyon hiicreden olusmaktadir (Marchesi, 2011). Memelilerin bagirsak
mikrobiyotasinda baskin olarak olmak (zere dort bakteri filumu vardir: Firmucutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria ve Proteobacteria (Kinross vd., 2011). Stearnes vd. (2011)
de baskin olarak Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria
ve Spirochaetes grubu bakterilerin mikrobiyotada yer aldigini bildirmistir. Villmones vd.
(2017) mikrobiyotanin tipik olarak fakiiltatif anacrob bakterileri igerdigini bildirmektedir.
Bunlardan baskin olarak bulunan bakteri cinsleri; Streptococcus, Actinomyces,
Bifidobacterium, Gemella, Granulicatella, Rothia, Atopobium, Lachnoanaerobaculum,
Oribacterium ve Solobacterium olarak sayilabilir. Sayica fazla olan tiirler ise; Atopobium
parvulum, Oribacterium asaccharolyticum, Oribacterium sinus, Solobacterium moorei,
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum, Parvimonas micra ve
Bifidobacterium longum olarak belirlenmistir. Bacteroides ve Clostridium cinslerine de

cok az miktarda rastlanmisitir.

Sekil 2.1°de gastrointestinal sistemin anatomisi ve burada kolonize olmus bakteri

tiirleri ve miktarlar1 gosterilmistir.

Karaciger

Safra
kesesi Mide: Firmicutes,
Actinobacteria,
Bactercides,
Proteobacteria ve
Fusobacteria:

101-10% kob/ml

ince bagirsak:

Firmicutes,
Actinobacteria,
B Bactercides: 10°-
E;ll‘;jll 107 kob/ml

Kahn bagwsak:
Firmicures,
Actinobacteria,
Bacteroides: 1011
1012 kob/ml

Sekil 2.1. Sindirim sistemi boliimlerinin anatomisi ile burada yer alan bakteri gruplar
ve miktarlar1 (Marchesi, 2011).



Viicut enzimleri tarafindan besinlerin sindiriminin artmasiyla bagirsak
mikrobiyotasi desteklenir. Dolayisiyla bagirsak habitatinda yiizlerce bakteri tiirii olusur
ve mikrobiyal populasyon 102 kob/g’a kadar ulasabilir (Tuohy vd., 2002). insan
bagirsak mikrobiyotas1 10'2-10* kadar mikroorganizma icermektedir. Konukcuda
yararli bir probiyotik etkiye sahip olabilmesi igin laktik asit bakterilerinin sayismin 10°-
108 kob/ml araliginda olmasi gerekmektedir (Chou vd., 2013). Yapilan bir calismada iki
saglikli yetiskin insanin digkisindan 78 milyon DNA dizisi ve 2062 polimeraz zincir
reaksiyonu ile gii¢lendirilmis 16S ribozomal DNA dizisi elde edilmistir (Gill vd., 2013).
Bu calismada oOnceki caligmalarda belirlenen ortalama degerde insan genomu ile
mikrobiyal genom dizisi karsilastirilmistir. Bu metagenomik analiz saglikli insanlarin
bagirsak mikrobiyotasindaki gen igerigini ve sifrenin fonksiyonel niteligini tanimlamak
icin kullanilabilir. Mikrobiyom, farkli ¢evrelerde yasayan insanlarda yas, diyet,
patolojik duruma (obezite, kanser vb.) gore etkilidir. Ayrica c¢evre kosullarma gore
degiskenlik gosterebilir. Bu mikroevrim sagligimizi tanimlamak i¢in yeni biyoisaretler,
kisisel beslenmemizdeki yeni yollarin belirlenmesi, kisisel ve sosyal egilimlerimizi ve

davranis bozukluklarimizi tahmin etmekte yeni alternatif yol olabilir (Gill vd., 2013).

2.2. Mikrobiyotanin Konak Canliya Yararh Etkinlikleri

Sindirim sistemimiz direkt olarak beynimiz ile baglantilidir. Aslinda sindirimimiz
strekli bizim ruh halimizi, psikolojimizi, stres ve endiselerimizi etkileyen “ikinci
beynimiz” olarak kabul edilmektedir (Shreiner vd., 2015; Ferrao vd., 2017). Son yillarda
mikrobiyotay1 bir organ olarak kabul eden yaklagimlar da oldukca kabul gérmektedir. Bu
“ikinci beyin” ya da “organ” in konak canli viicudunda gergeklesen bir¢ok fizyolojik ve
psikolojik siirece direkt ya da dolayli olarak olumlu ya da olumsuz yonde etki ettigi bilim
cevrelerinde genis kabul gormiis bir 6ngoriidiir. Bu durumun birka¢ 6rnegi su bicimde

siralanabilir.

1. Probiyotik bakteriler karacigerde makrofajlarin sayisim1 arttirarak ve intestinal
mukozada patojenlerin tutunumunu azaltarak bagisiklik  sistemini  onarirlar

(Jayachandran vd., 2017).



2. Probiyotik bakteriler bagirsakta bazi vitaminlerin (B ve K) sentezini gergeklestirir.
Dengeli ve saglikli beslenen insanlarin bagirsak mikrobiyotas: bu vitaminleri diizenli

olarak sentezlemekte ve hastaliklara yakalanma riskinin azaldigini gostermektedir

(Jayachandran vd., 2017).

3. Konukgu, intestinal epitelyum hcrelerinde besleyici etkinin arttirilmasi ve vitaminlerin

sentezi intestinal mikrobiyotanin yardimi ile ger¢eklesmektedir (Ezeonu vd., 2012).

4. Bifidobakteriler ve laktobasiller kolon pH’sin1 diisiiren kisa zincirli yag asitleri (SCFA)
uretirler. Bu bakteriyel metabolitler kolayca absorbe edilirler ve bagirsak mukozasi,
karaciger, kaslar ve beyin dokular1 igin bir enerji kaynagi olarak kullanilirlar (Tuohy

vd., 2002).

5. Birgok probiyotik susu mide ve kolon kanserinde kanser hiicrelerinin g¢ogalarak
yayillmasini onlemektedir. Cogu arastirmaci bu 6nlemenin kisa zincirli yag asitlerine
bagli oldugunu soylemektedir. Kisa zincirli yag asitleri tiimor nekrozis faktoriini
azaltmaktadir. Lactobacillus rhamnosus’un siganlara 25 hafta verilmesi sonucunda
timor etkisini, apoptozisi, iltihapli sitokinleri ve anjiyogenik faktorlerin seviyesini
azalttigr tespit edilmistir. Lactobacillus plantarum ile yapilan 12 haftalik diyet
uygulamasi sonucunda ise tiimor etkisinin azaldigi, siklooksijenaz protein ifadesinin ve
total siyalik asit seviyesinin diistiigii goriilmistiir. Lactobacillus plantarum ile yapilan
in vitro bir ¢aligmada ise bu bakterinin Caco-2 ve HT-29 diye adlandirilan kanser
hicrelerinin  48. saatte Onemli o6l¢iide ¢ogalmalarimi  Onledigi  belirlenmistir.
Probiyotiklerin gogiis kanseri, karaciger kanseri, melanom (cilt tiimorii) ve 16semi (kan
kanseri) gibi bir ¢ok kanser {izerinde tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini Onleyici etkisi
oldugu goriilmiistiir. Viicutta antitiimor aktiviteden, bagisiklik sistemindeki dogal katil
hiicreler, dentritik (dallantili) hiicreler, makrofajlar ve T-lenfositler sorumludur.

Probiyotikler bagisiklik sistemindeki bu hiicreleri diizenlemektedirler (So vd., 2016).

6. Bagirsak mikrobiyotas1 diyabette (seker hastaligl) anahtar rolii oynamaktadir. Tip 2
diyabet obezite ile iligkilidir. Tip 1 diyabet ise insiilin {iretim yetersizliginden
kaynaklanmaktadir. Bilimsel kanitlar gostermistir ki obez olmayan diyabet farelerde

dogustan olan mikrobiyal taniyici bagisiklik sistemi reseptorii olan MyDS88 tip 1



diyabetlere direnglidir. Eger MyD88 farelerde normal bagirsak florasinda tiikenirse
yararlt bakteri floras1 (Schaedler flora) kolonizasyonu gerceklesir ve diyabet azalmis
olur. Bagirsak mikrobiyotasina ait kisa zincirli yag asitleri, safra asidi ve biyoaktif
lipitler instilin hormonu sekresyonunun diizenlenmesine katkida bulunur (Holmes vd.,
2011). Probiyotikler arttik¢a iiretilen organik yag asidi sentezi de artar. Bu kisa zincirli
yag asitlerinden propiyonik asit, hepatik yag asidi sentezini inhibe ederek LDL
kolesterol (kotl kolesterol) ve trigliserit diizeylerini diistiriir. HDL kolesteroli (iyi
kolesterol) ise arttirir. Laktobasiller laktik asit (2-hidroksipropanoik asit),
Bifidobakteriler ise asetik asit ve laktik asit tretir (Sadeghi vd., 2011).

. Mikrobiyotanin obezite ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasi ile
iliskisi sunlarn icermektedir; bagirsak gecirgenligi, yag dokunun viicuttaki miktar1 ve
viicut agirligi. Fazla yagl besinlerin tiiketimi total bagirsak mikrobiyatisinin azalmasina
ve Gram negatif bakterilerin artmasina neden olmaktadir. Bu bakterilerin dis zarindan
sentezlenen ve endotoksin ozellikte olan lipopolisakkarit (LPS) yaglanmay1 arttrir,
insiilin direncini etkiler ve bagisiklik sistemini baskilar (Holmes vd., 2011). Obezlerde
egzersiz yapmanin mikrobiyota iizerindeki etkisi ile ilgili bir caligmada, diizenli
egzersiz yapan kisilerde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anti-obezite bakterisi olan
Akkermansia muciniphila yogunlugunun daha fazla oldugu gozlenmistir (Clarke vd.,
2015).

. Mikrobiyota kalp ve damar hastaliklar1 ile iligkilidir. Antibiyotik kullanimi ile
hayvansal yaglarin sindirimi sirasinda yan {iriin olarak meydana gelen ve damar
tikanikligina neden olan trimetilamin N_oksit (TMAQO) maddesinin kan plazmasinda
azaldig1 goriilmiistiir (Shreiner vd., 2015). Bir baska c¢alismada ise kirmizi et yiyen
kisilerin vegan beslenenlere gore diyet sonunda TMAO seviyesinin artarak
fosfotidilkolinin mikrobiyota tarafindan metabolize olmasina neden olmustur (Shreiner
vd., 2015). Fosfotidilkolin  kolesterol tasmimini azaltarak makrofaj kopiik hiicre
olusumu dolayisiyla ateromun (atardamarda makrofaj birikmesi) kopilik hiicrelerinde

kolesterol birikimine neden olmaktadir (Varim vd., 2017).



9.

10.

11.

Mikrobiyota sinirsel bagirsak sendromu hastaliginda rol oynamaktadir. Bagirsaktaki
degisiklikler merkezi sinir sisteminde semptom algisina bagli bir mikrobiyota-bagirsak-
beyin ekseni boyuncadir. Mikrobiyotanin merkezi sinir sistemine etkisi mikrobiyal
icerik degisiklikleri, bakteriyel metabolitler, noral yollar, immun uyarilma ve bagirsak
hormonal cevabidir. Bir ¢alismada Avustralyali hastalar {izerinde mayalanabilir
oligosakkaritler, disakkaritler, monosakkaritler ile yapilan diyet uygulamasinin bu
sendromu ve bitirat Greten Clostridium spp. kiimelenmesini azalttigi goriilmiistiir.
Bircok Clostridium tiiriiniin norotoksin irettigi bilinmektedir. Safra asidi ¢esitli
norolojik farkliliklar gdstermektedir. Ornegin glikokolat, glikodeoksikolat ve
glikokenodeoksikolat ~ Alzheimer hastalarinda plazma profillerinde degisiklik
gostermistir (Holmes vd., 2011).

Son zamanlarda yapilan ilging bir calisma, probiyotikler bakimindan zengin fermente
siit Uiriinlinlin alinmasinin fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme ile 6lciilen gorsel
duygusal uyaricilara yanit olarak beyin aktivitesinde degisikliklere neden oldugunu

gostermistir (Shreiner vd., 2015).

Kisa zincirli yag asitlerinin ayrismamis formlar1 yagda ¢oziinlir. Hem pasif hem de
tagtyic1 aracili aktarim sistemiyle rahatlikla bakteri hiicresine girerler. Asit hiicreye
girdiginde alkali ortamda proton (H+) salar ve bu sekilde hiicre i¢i pH’y1 diisiirmiis olur.
Bu durumda bazi 6nemli mikrobiyal enzimlerin faaliyetleri engellenir, mikrobiyal
metabolizma etkilenir. Bakteri hiicresi bu fazla protonlar1 disar1 atmak i¢in enerji
kullanmaya ¢alisir. Ancak beslenme yetersizligi nedeniyle oliir. Bu protonlar bakterinin
aside duyarli proteinlerini ve DNA’sin1 denatiire eder. Laktik asit bakterileri, sahip
olduklar1 yiiksek konsantrasyondaki hiicre i¢i potasyum ile asit anyonlar1 etkisiz hale

getirir (Evrensel vd. 2009).

12. Mikrobiyotanin probiyotik, prebiyotik ve simbiyotikler ile terapisi miimkiindiir. Bir

calismada Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus rhamnosus galaktooligosakkarit
prebiyotikleri ile birlikte germ-free farelerin bagirsak florasina inokiile edilmistir.
Burada Bifidobacterium longum ve Bifidobacterium breve populasyonunda artis,
Clostridium perfringens populasyonunda ise azalis goriilmiistiir (Kinross vd., 2011).

Probiyotik icerikli igeceklerin bilissel yetenekler iizerine yararl etkileri oldugu ve hem



Alzheimer hastaligt hem de multipl skleroz {iizerine olumlu etkileri oldugu
bildirilmistir (Hoyles vd., 2018). Mikrobiyal etki konak¢1 metanolik yolu lipit profilin
degismesi, glukoneojenezde ve amino asit ve metilamin metabolizmasinda ve farkli
bakteri suslarinda karbonhidratlarin fermentasyonu ile iliskilidir. Bu nedenle insan
bagirsak mikrobiyotasinin metabolik hastaliklara karsi tedavi anlaminda biiylik bir

katkis1 oldugu diistintilmektedir (Kinross vd., 2011).

Mikrobiyotadaki mikrobiyal disbiyozis (faydali bakterilerin azalip zararli
bakterilerin artmasi) burada patojenlerin artmasina sebep olmakta ve hastalik olusumuna
yol agmaktadir. Kotii beslenme ve antibiyotik gibi olumsuz faktorler mikrobiyotada
degisime yol agmakta ve bagirsak hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser,
noropsikolojik bozukluklar, obezite, diyabet, lupus, multiple skleroz, ¢6lyak hastaligi,
alerji ve Parkinson hastalig1 gibi hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (Shreiner vd., 2015; Varim
vd., 2017). Altuntas ve Batman (2017) mikrobiyal biyoloji ve ortaya ¢ikan disbiyozisini su
sekilde belirtmistir: Vitamin ve kisa zincirli yag asidi Oretilememesi; alerji, amino asit
sentezi bozuklugu; enflamatuar bagirsak hastaligi, safra asidi biyotransformasyonu
bozuklugu; kanser, sindirilmeyen besinlerin fermentasyonu ve hidrolizinin olamamas;
obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar, konjuge linoleik asit tretilememesi; lupus
(eklem agrilar1), immiin sistemin degismesi; astim, amonyak iire doniisimii aksaklig;
Multipl skleroz, detoksifikasyon ger¢eklesememesi; ¢olyak (glutenli yiyeceklerin

emilememesi).

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 da bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler ile
iliskilidir. Bir calismada 447 Crohn hastasindan rektal ornekler alinip mikrobiyomunun
16S dizi analizi yapilarak mikrobiyal taksonlar1 tanimlamistir. Burada Enterobacteriaceae,
Pasteurellaceae, Fusobacteriaceae, Neisseriaceae, Veillonellaceae ve Gemellaceae arttigi
ve Bifidobacteriaceae, Erysipelotrichaceae, Clostridiales ve Bacteroidales azaldigi

goriilmiistiir (Shreiner vd., 2015).



Literatlirde, probiyotiklerin balik ve kanatli hayvanlar gibi diger konak canlilara
etkisini irdeleyen ¢alismalar da goze ¢arpmaktadir. Bu bakis acisi ile probiyotiklerden
sucul canlilarin tretiminde (akvakiiltiir) yararlanilmaktadir. Lactobacillus delbruecki,
Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus helveticus su iriinlerinin performansinin
arttirilmasinda biiyiik bir katki saglar (Fyzul vd., 2014). Lactobacillus acidophilus tatlisu
nil ¢ipurasinin  gelisimini arttirmada, immun sisteminde noétrofil adhezyonunun
saglanmasinda, lizozim enziminin arttirilmasinda ve P. fluorescens ve S. iniae’ye karsi
diren¢ kazanmasinda yarar saglar. Gokkusag: alabaliginin 51 giin boyunca 10° CFU g*
dozunda Lactobacillus rhamnosus ile beslendiginde viicudunda A. salmonicida’nin %19-
53 oraninda azaldig1 tespit edilmistir. Dahas1 bu doz 10'? CFU g? e ¢ikarildiginda daha
fazla koruma saglamistir. Ayn1 zamanda Lactobacillus rhamnosus tatlisu nil ¢ipurasinda da
enfeksiyona karsi miicadele etmektedir. Lactobacillus fructivorans ve Lactobacillus
plantarum’u kullanmak deniz mercan baliklarinda &liim oranmi azaltmigtir. Ayrica
Lactobacillus plantarum ile 30 gin boyunca 10" CFU g? dozunda beslenen gokkusagi
alabaliklarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda Lactococcus garvieae’ye Kkarsi

direncin daha fazla oldugu gérilmiistiir (Fyzul vd., 2014).

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivaris ve Lactobacillus rhamnosus
karisimi1 ayn1 anda baliklara verildiginde larvalarda hayatta kalma oranini arttirdig1 tespit
edilmistir. Lactobacillus’larin ticari olarak hazirlanmiglart Artemia ve rotiferler gibi
canlilarin beslenmesine katki saglar. Ayrica S. aurata’ nin (¢ipura) larvalarinin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda yasama oraninin ve sindirim enzimleri miktarinin arttig
goriilmiistiir. Lactobacillus sp. kullanimi incili istiridye olan P. mazatlanica’nin gelisimini

ve hayatta kalma oranini arttirmistir (Fyzul vd., 2014).

Giannenas vd. (2010) Agaricus bisporus’un hindilerin bagirsak mikrobiyotasi ve
morfolojisi iizerine etkisini arastirmistir. Ug farkli dozda (0, 10, 20 g/kg) gergeklestirilen 9
giinliik diyet uygulamasi sonucunda ince ve kalin bagirsakta total aerob, total anaerob,
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., E. coli, Bacteroides spp. ve Enterococcus spp.
sayimi yapilmigtir. Ayrica bagirsagin - morfolojik incelemeleri yapilmistir. Ancak
morfolojik incelemeler sonucunda makrofungus takviyesinin énemli bir etkisi oldugu
saptanmamustir. Ince bagirsakta 20 g/kg dozda gerceklestirilen diyet uygulamasinda

Lactobacillus spp. tiremesinde kontrol grubuna goére artis oldugu belirlenmistir. Diger



10

bakteri gruplarinda her li¢ dozda da benzer sonuglar goriilmistiir. Kalin bagirsakta ise
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. de kontrol grubuna gore iireme artist oldugu

saptanmistir.

Toghyani vd. (2012) Pleurotus ostreatus’un 42 glnlik diyet yapilmasi sonucunda
piliclerde biiyiime performansi, humoral bagisiklik ve kan parametreleri Uzerine etkisini
arastirmiglardir. Viicut agirliginda istatistiki bir fark bulamamistir. Aynmi sekilde yemden
yararlanma agisindan da istatistiki bir fark tespit edilememistir. Kan parametrelerinde
albumin, globulin, total kolesterol, akyuvar, alyuvar, HDL, LDL oranlar 6lgiilmiis ve bu

degerlerde anlamli bir farklilik goriilmemistir.

Evrensel (2009) tarafindan broyler rasyonlarinda organik asit ve prebiyotik
kullanilmasinin besi performansi ve bazi kan parametreleri iizerine etkisini arastirilmistir.
Arastirma sonunda canli agirlik, yem tiiketimi, yemden yararlanma orani, ince bagirsak
uzunlugu, agirhg ve pH’si, karkas randimani, organ agirliklari ile incelenen kan

parametrelerinin istatistik onem tasiyacak diizeyde etkilenmedigi saptanmustir.

2.3. Prebiyotik besin maddeleri

“Prebiyotik” besin maddeleri insan sindirim kanalin1 sindirilmeden gegerek sadece
bagirsakta bulunan probiyotik bakterilerin  segici olarak artirilmasini = saglayan
polisakkaritlerdir (Ferrao vd., 2017). Prebiyotikler, laktik asit ve asetik asit gibi organik
asitleri iireten bakterileri ve sindirim sisteminde pH’ nin diismesine neden olan kisa zincirli

yag asitlerini artirirlar.

Prebiyotiklerin konukgu i¢in yararli etkinlikleri arasinda;

a. Yararli bakterilerin gelisimini destekleyip patojenik bakterilerin gelisimini engelleme,

b. Glukoz absorpsiyonunu yavaslatma ve insulini diistirerek kan sekeri direncini
gelistirme,

c. Kisa zincirli yag asitlerinin (short chain fatty acids (SCFA)) arttirma,

d. Yag profilini gelistirme, koroner kalp hastaligi riskini digiiren HDL kolesterolii
arttirma, LDL kolesterol ve trigliseridi diisiirme,

e. Intestinal duvarda iltihaplanmay1 ve sizintil bagirsak sendromunu dnleme,
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f. Enfeksiyonlardan koruyarak bagisiklik sistemini diizene sokma ve alerji, egzama,
astim ve ciddi otoimmiin hastaliklardan korunmaya yardimci olma,

0. Gastrointestinal bélgenin mukozal alanina yararli olan ve besin saglayan propiyonat ve
biitirat gibi kisa zincirli yag asitlerindeki ¢Oziinebilir liflerin  intestinal
fermentasyonunu uyarma,

h. Kalsiyum ve diger minerallerin emilimini arttirma,

i. Kolon pH'sii diisiirme,

j.  Kolorektal kanser riskinin azaltma,

k. Iltihapl bagirsak diizensizligi ve intestinal diizensizlikte olumlu etkilere sahip olma,
gibi ozellikleri sayilabilir (Evrensel, 2009; Bhakta ve Kumar, 2013; Singdevsachan
vd., 2016).

Sekil 2.2 prebiyotiklerin konak bagirsagindaki yararli etkinliklerinden bir kismin

vurgulamaktadir.
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Sekil 2.2. Prebiyotiklerin konak canli bagirsagindaki bazi etkileri (Singdevsachan vd.,
2016)

Prebiyotikler, mide asiditesine kars1 direng, gastrointestinal absorpsiyon ve
gastrointestinal alandaki yararli bakterilerin gelisiminin segici olarak arttirilmasi gibi
kriterlere  sahiptir.  Prebiyotik  06zellik tasiyan belli bash bilesikler; inulin,
fruktooligosakkarit (FOS), ksiloz (XOS), laktuloz, galaktooligosakkarit (GOS),
polidekstroz (PDX) ile orneklenebilir (Sousa vd., 2011). inulin, frukto-oligosakkKarit,
galakto-oligosakkarit, laktuloz, polidekstroz gibi diger prebiyotikler marketlerde
bulunabilir. Izomalto-oligosakkarit, ksilo- oligosakkarit ve laktilol gibi prebiyotikler ise

yeni gelistirilen prebiyotik ¢esitleridir (Bhakta ve Kumar, 2013).

Gunumuze kadar geleneksel ve yeni besin maddelerinin prebiyotik aktivitesinin

belirlenmesine yonelik ¢ok sayida in vivo arastirma gergeklestirilmistir.
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Liu vd. (2014) 6 hafta boyunca badem ile beslenen kisilerin fekal orneklerini
incelemis ve bir prebiyotik olan fruktooligosakkarit (fos) ile beslenen insanlarin fekal
ornekleri ile kiyasladiginda badem ile beslenenlerin yararl bakteri populasyonunda daha
cok artis oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar badem ile beslenenlerin fekal 6rneklerinde
fos ile beslenenlerinkine gore Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp. populasyonunda
daha fazla artis oldugunu ve bir patojen olan Clostridium perfringens’in  bu yararl

bakterilerce baskilandigini tespit etmislerdir.

Yousaf (2007) muz suyunun si¢anlarin bagirsak sistemine in vivo prebiyotik
etkisini aragtirmigtir. Muz suyu ile 8 hafta boyunca beslenen sicanlarin inulin ve
oligofruktoz ile beslenen sicanlara gore bagirsak sisteminde Lactobacillus spp. ve
Bifidobacterium spp. populasyonunda daha fazla artis oldugunu belirlemistir. Ayrica muz
suyu ile beslenen bu sicanlarin bagirsaklarinda kisa zincirli yag asidi oraninda bir artig

meydana geldigini ve kanlarinda LDL seviyesinin azaldigini tespit etmistir.

Ezeonu vd. (2012) kurutulmus feslegen yapraklarinin tavsanlarin bagirsak
sistemine in vivo prebiyotik etkisini aragtirmislardir. Bu g¢alismada 8 hafta boyunca
tavsanlara her giin 0,1 g/giin dozunda kurutulmus yaprak vermis ve bagirsak florasinda
Corynebacterium, Enterococcus, Bacteroides, Lactobacillus ve Actinomyces turlerinin
gelisimi incelenmistir. Enterococcus ve Actinomyces populasyonlarinda artis, Bacteroides
populasyonunda ise azalis oldugu tespit edilmistir. E. coli ve Staphylacoccus aureus
kolonizasyonunda ise diisiis meydana geldigi belirlenmistir. Boylece yapraklarin

prebiyotik etkiye sahip oldugu sOylenmistir.

Pandiyan vd. (2012) dondurmaya bal, fruktooligosakkarit, inulin ve Lactobacillus
acidophilus’tan olusan sinbiyotik eklemisler ve bu karigimdan 21 giin boyunca takviye alan
insanlarin fekal Orneklerini mikrobiyolojik olarak incelemislerdir. Deney sonunda
sinbiyotik i¢ceren dondurmayla beslenen kisilerin kontrol grubuna gore bagirsak florasinda

Lactobacillus acidophilus miktarinin arttigini ve pH degerinin diistiigiinii tespit etmislerdir.

Cizelge 2.1’de bazi farkli tip prebiyotikler ve elde edildikleri besin kaynaklar

gosterilmistir.
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Cizelge. 2.1. Cesitli prebiyotik tipleri ve kaynaklari

Prebiyotik tipi Prebiyotik kaynagi Referans
Fruktooligosakkarit Kuskonmaz, bal, muz, domates
[zomaltuloz Seker kamisi, bal, meyve suyu
Ksilooligosakkarit Siit, bambu, bugday kepegi, sebzeler
Galaktooligosakkarit Insan siiti, inek siitii
Siklodekstrin Suda ¢6zinen glukanlar
Raffinoz oligosakkarit Baklagil tohumlari, bezelye, mercimek
Soya oligosakkariti Soya
Laktuloz Laktoz (stit) Al-Sheraji vd.,
Laktosukroz Laktoz 2013
[zomaltuloz Suikroz
Palatinoz Suikroz
Maltooligosakkarit '
(MOS) Nigasta
Izomaltooligosakkarit Nisasta
Arabinoksilooligosakkarit Bugday kepegi
Enzim-resistan dekstrin Patates nisastasi
. Pirasa, sogan, sarimsak, hindiba, enginar, Singh ve Singh,
tnulin yerelmasi, arpa, muz, ¢gavdar 2010

En bilinen prebiyotiklerden inulin, d-fruktozdan elde edilmis 2-1 3-glikozidik bagl
polimer bir bilesiktir. Farkli yaslarda yapilan caligmalarda inulinin prebiyotik kaynagi

olarak guivenli bir sonug verdigi tespit edilmistir (Sousa vd., 2011).

Inulin gesitli bitkilerde bulunan bir karbonhidrat kaynagidir. Avrupa’da bireyler
giinde ortalama 2-12 g arasinda inulin tiiketmektedir. Ornegin bu oran Belgika’da giinde

ortalama 5-8 g, Ispanya’da 7-12 g civarindadir (Sousa vd., 2011).
2.4. Makrofunguslarin prebiyotik olarak onemi
Makrofunguslar diisiik kalori, sodyum, yag ve kolesterol icerigine sahiptirler.

Ayrica ylksek oranda protein, lif, vitamin ve mineral igerirler. Ornegin baz

makrofunguslarin protein ve yag igerikleri sirasiyla su sekilde tespit edilmistir; Agaricus
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bisporus (beyaz) % 2,09, % 0,33; Agaricus bisporus (kestane) % 2,07, % 0,31; Pleurotus
ostreatus %1,97, % 0,35 (Rosello-soto vd., 2015). Makrofunguslar B grubu vitaminleri
(B1, B2, B6, pentotenik asit) , C vitamini ve yagda ¢éziinen A ve K vitaminlerini igerir.
Ornegin Cantharellus cibarius bazidiokarplar1 A, B, C D ve E vitaminleri agisindan da
zengindir. A. bisporus ve B. edulis tirleri yiksek oranda D2 vitamini icermektedir
(Bederska-Lojewska vd., 2017). Ayrica antioksidan igerikleri, fenolik bilesenler,
tokoferoller, karotenoidler ve antibiyotik bilesenlerinden dolay1 sagligi arttiric1 yararh
etkilere sahiptir (Toghyani vd., 2012). Bu besin &zellikleri makrofunguslarin, dengeli bir
besin formiilasyonuna sahip olmasindan dolayr ¢ok iyi bir diyet gidast ve Ozellikle

vegan/vejeteryanlar igin ideal bir besin kaynagi olduklarini gosterir (Aida vd., 2009).

Makrofungus kékenli polisakkaritlerin antitumor, immunomodulator, antidiyabetik,
hipokolesterolemik, antioksidan, antimikrobiyal ve prebiyotik aktivitelerine iliskin ¢ok

sayida arastirma goze carpmaktadir (Bederska-Lojewska vd., 2017).

Makrofungus polisakkaritleri igerdigi kitin, hemiseliiloz, pektinaz, alfa-b-glukan,
mannan, ksilan ve galaktoz ile potansiyel bir prebiyotik kaynagidir. Makrofunguslarin
prebiyotik aktivitesinden B-glukanlar, homoglukanlar ve heteroglukanlar ile B(1—3),
B(1—4) ve PB(1—06) glukozidik baglar1 sorumludur (Chou vd., 2013). Glikozidik baglar
sindirim enzimleri tarafindan hidrolize edilemez. B-glukanlarin immun fonksiyonunu
makrofajlar1 aktive ederek artirdigi ve agizdan alindiginda bagirsaklarin peyer
plaklarindaki makrofajlar1 aktive ederek farelerin sindirim sisteminde dolayli olarak
immuniteyi uyardiklar1 bildirilmistir (Hozova vd., 2004; Evrensel vd., 2009).
Polisakkaritler ayrica kalin bagirsakta probiyotik bakterilerin gelisimini arttirarak viral
enfeksiyonlari da onler. (Oyetayo vd., 2005; Mohd Din vd., 2012; Cheung vd., 2013).

Farkli mantar tiirleri farkli polisakkarit iiretebilmek icin farkli aktivitelere sahiptir.
Ornegin Agaricus bisporus’un polisakkaritleri heteropolisakkarit yapidadir ve musilajdan
olusmus glukoz ve galaktozdan meydana gelmistir. Makrofajlar1 aktive edici etkisi vardir.
Ganoderma lucidum’un da polisakkaritleri heteropolisakkarit yapidadir ve B-(1—3)-bagh
D-glukandan olugmustur. Programli hiicre Oliimiine (apoptosiz) neden olmaktadir.

Pleurotus ostreatus homopolisakkarit yapidaki polisakkaritlere sahiptir ve -



(1-3),(1—6)-D-polisakkarit yapisindadirlar.

hareketliligi arttirirlar (Bhakta ve Kumar, 2013).

Bu polisakkaritler
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ise gastrointestinal

Cesitli makrofungus tiirlerinden elde edilen prebiyotik aktiviteye sahip metabolitler

ve bu metabolitlerin konukgu agisindan olumlu etkileri gizelge 2.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge. 2.2. Baz1 makrofungus polisakkaritleri ve 6nemi (Bhakta ve Kumar, 2013)

Makrofungus taru

Prebiyotikler

Onemi

Agaricus bisporus

Glikoz ve galaktozun musilaj bilesimi

Makrofaj aktivasyonu

Agaricus bitorquis

B-(1—3)-bagh glukan

Natural killer hiicre aktivasyonu

Agaricus blazei

a, B-glukan

T- lenfositlerinin aktivasyonu

Armillaria mellea

(1/6)-bagli-a-d-galaktopiranosil,
(1/6)-linked-a-d-glukopiranosil

Probiyotiklerin aktivasyonu

Auricularia

auricula-judae

(1—6) dallanmis -(1—3)-D-glukan

Antiviral aktivitesi

Boletus edulis

Kitin

Probiyotiklerin aktivasyonu

Boletus erythropus

0-6 dallanmis (1—3)-bagh glukoz

Antimikrobiyal aktivitesi

Calocybe indica

a-B-(1—4),(1—6)-glukan

Yag olusumu genlerini azaltarak

dizenleme

Ganoderma lucidum

B-(1—3)-bagl D-glukan

Apoptozisi tetikleme

Geastrum saccatum

B-bagl glukan

Mide kanseri tedavisi

Grifola frondosa

Grifiloyan

Antitimor aktivite

Lentinula edodes

Lentinan

Antitimor aktivite

Phellinus linteus

B-(1—3)-bagh D-glukan

Interlokin iretimini arttirma

Pleurotus eryngii

a-(1—3)-baglh D-glukan

Antiproliferatif etki

Pleurotus florida

0-3 dallanmis a-(1—3)-D-glukan ve
0-6 dallanmis B-D-glukoz, B-
(1-3),(1—6)-D-glukan

Hiicreye baglanan tiimérle ilgili

hicreleri engellemek

Pleurotus ostreatus

(1-3),(1—6)-D-polisakkarit,
(1-3),(1—6)-D- polisakkarit

Bagirsak hareketliligini arttirma

Schizophyllum commune

Sizofilan

Antitumor aktivite

Sparassis crispa

B-(1—3)-D-glukan

Lipid peroksidaz inhibisyonu

Termitomyces eurhizus

B-(1—3)-D-glukan

Yaglanma karsit1 etki

miseli

Termitomyces microcapus B-D-glukan Karaciger koruyucu aktivite
Trametes versicolor
biyomasinin Kiltlre edilmis Krestin Probiyotiklerin aktivasyonu
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Makrofungus polisakkaritlerinin prebiyotik aktiviteleri ile ilgili olarak ginimize

kadar yapilan bazi in vitro ve in vivo ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Hozova vd. (2004) yapmis oldugu bir ¢alismada Pleurotus ostreatus ve Lentinula
edodes’ten elde edilen polisakkaritleri (pleuran ve lentinan) yogurda ekleyerek 30 gin
boyunca 5 °C’de saklamigtir. Degisik zaman araliklarinda (1., 15. ve 30. gunler) yapilan
orneklemelerde yogurtta yararli bakterilerin fermentasyon kapasitesinin arttig1 tespit
edilmistir. Saklama siiresi boyunca Koliform bakteri, maya ve kiif goériilmemistir (< 1
cfu/g). Yogurtta pH degerleri ve duyusal Ozellikler de normal seviyede bulunmustur.
Boylece pleuran ve lentinan’in yogurt kalitesini arttirdigi ve zararli mikroorganizmalarin

uremesini engelledigi belirlenmistir.

Pleurotus sajor-caju ve Lactobacillus fermentum OVL bilesimi diyet takviyesi ile
ratlarin gelisimine in vivo etkisi Oyetayo ve Oyetayo (2005) tarafindan arastirilmistir.
Giinlik agirlik artisi, yemden yararlanma orani ve protein yeterlilik oraninda kontrol
grubuna gore daha iyi sonug elde edilmistir. Rat diskilarindaki Lactobacillus sayisinda ise

istatistiksel olarak anlamli derecede artis gozlenmistir.

Pleurotus ostreatus p-glukan fraksiyonlari ile 9 probiyotik susunda in vitro olarak

calisilmig ve probiyotiklerin segici olarak arttigi gézlenmistir (Synytsya vd., 2009).

Pleurotus ostreatus’un kanda biyokimyasal parametrelere etkisi de arastirilmigtir.
Khatun vd. (2007) tarafindan yapilan bu caligmada P. ostreatus mantari ile yapilan

prebiyotik takviyesinde kanda kolesterol seviyesi diisiik bulunmustur.

Nevel vd. (2010) Lentinula edodes B-1,3 ve B-1,6 glukanlarinin domuzlarin
bagirsaklarinda bakteriyolojik, morfolojik ve biyokimyasal etkisini arastirmislardir. Bir
kontrol grubu, bir pozitif kontrol ve 2 deney grubuna 4 hafta boyunca deneme
yapmusglardir. Pozitif kontrol grubuna avilamisin (50 mg/kg), bir deney grubuna %0,1
lentinan, diger bir deney grubuna %35 kurutulmus L. edodes miseli verilmistir. ilk grup 11
giin sonunda sakrifiye edilmistir. Mide, ince bagirsak ve kalin bagirsaktan ornekler
alinmistir. Bakteri sayimi digki ve mukozal 6rnekler ile yapilmistir. Toplam bakteri, E.

coli, laktik asit bakterileri ve Streptococcus spp. sayimi yapilmistir. Ayrica laktik asit orani
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da tespit edilmistir. Histolojik parametre olarak goblet hiicresi sayimi yapilmistir.
Bakteriyel sayim sonucu L. edodes miseli ile beslenen grupta tiim bakteri gruplarinda
azalma gOriilmiistiir. Avilamisin ve lentinan takviyesi alan gruplarda bakteri
populasyonunda kayda deger bir degisme gozlenmemistir. Goblet hiicre miktarinda ise 4

grupta da farklilik goriilmemistir.

Chou vd. (2013) Lentinula edodes, Flammulina velutipes ve Pleurotus eryngii tiri
mantarlardan polisakkarit ekstraksiyonu yapmuslardir. Elde edilen polisakkaritler
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium longum subsp. longum
bakteri tiirleri ile birlikte yogurdun igine eklenerek bakterilerin canli kalma oram
hesaplanmistir. Probiyotik bakteri populasyonu 107 cfu/g’a ulasarak polisakkaritler
tarafindan stimule edilmistir. Ayrica yogurtta zararl bakteri iremesine karsi koruyucu etki

yaratmistir.

Pallav vd. (2014) insan mikrobiyotas1 {izerinde patojenlere karsi Trametes
versicolor’dan  ekstrakte edilmis  polisakkaritler ile antibiyotiklerin  etkisini
karsilastirmislardir. Trametes versicolor polisakkaridi yararli bakteri sayisini 42. giin
sonunda arttirarak patojen bakteri sayisini baskilamistir. Boylece zararli bakterilere karsi
antibiyotikler kadar etki etmistir. Bu nedenle Trametes versicolor polisakkaritlerinin

prebiyotik olarak etkin bir rol oynadigi diisiintilmiistiir.

Boletus edulis’in  kuru materyalinde 68-102 mg/g civarinda kitin oldugu
bildirilmistir. Kitin mantarlarin hiicre duvarinda bulunan ve sindirilemeyen bir polisakkarit
olup bagirsak bakteri florasi i¢in bir lif kaynagidir. Probiyotiklerce sindirilmesi nedeni ile

kitinin bir prebiyotik kaynagi oldugu vurgulanmaktadir (Aida vd., 2009).

Ganoderma lucidum’dan izole edilen, ganoderan ve ganopoli olarak bilinen
polisakkaritler B d glukan igermektedir. Bu polisakkaritler bagirsaklarda probiyotiklerce
prebiyotik kaynagi olarak kullanilmaktadir. Prebiyotik etki nedeni ile immun sistemin
arttirtlmasi, antitimor etki, kanser hiicrelerinin apoptozisi ve antimetastazik etki ile vicutta

hastaliklara kars1 koruyucu etki yaratmaktadir (Villares vd., 2012).
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Eldeki veriler 1s18inda simdiye kadar Lentinula edodes, Flammulina velutipes,
Pleurotus eryngii, Trametes versicolor, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus,
Agaricus bisporus, Pleurotus sajor-caju, Boletus edulis makrofungus turlerinin prebiyotik
aktivitesinin arastirilldigi goriilmektedir. Bu ¢alismada ise Agaricus bisporus, Boletus
edulis, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor suslarinin yani sira,
literatiirde prebiyotik aktivitesine iligkin bir veri bulunmayan Agaricus bisporus (kestane
formu) ve Cantharellus cibarius tdrlerinin aktivitesi in vitro ve in vivo kosullarda

sorgulanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Makrofungus polisakkaritlerinin in vitro prebiyotik aktivitesinin arastirilmasi

3.1.1.1. In vitro prebivyotik aktivite belirlemede kullanilan bakteriler

Makrofungus polisakkaritlerinin in vitro prebiyotik aktivitesinin belirlenmesi amact
ile test organizmasi olarak iki tane probiyotik bakteri susu (Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus acidophilus) kullanilmistir. Ayrica makrofungus polisakkaritlerinin bagirsak
mikrobiotasi iiyelerinden Escherichia coli iizerine etkisi de arastirilmistir. Kullanilan

bakteri suslarinin temin edildigi kaynaklar Cizelge 3.1. de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Makrofungus polisakkaritlerinin in vitro etkisi arastirilan bakteriler ve
kaynaklar1

Sus adi Sus no Kaynak

Lactobacillus plantarum B 227
Agricultural Research Service Culture Collection

(NRRL,Amerika)

Lactobacillus acidophilus B 4495

Escherichia coli ATCC 25922 | American Type Culture Collection (Amerika)
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3.1.1.2. In vitro prebiyotik aktivitesi arastirilan makrofungus tiirleri

Calismada 6 farkli makrofungus tiiriine ait 7 susun bazidiokarp o6rnekleri temin
edilmis, bu bazidiokarplardan elde edilen fungal polisakkaritlerin in vitro prebiyotik etkisi
arastirtlmistir. Bu tiirlerden Agaricus bisporus (beyaz form) bazidiokarplar1 kiltir formu
piyasadan temin edilerek 60 °C’de tiim nem igerigi kaybedilene dek kurutulmustur.
Agaricus bisporus (kestane formu), Pleurotus ostreatus ve Trametes versicolor tirlerine ait
kulttr formundaki kuru haldeki basidiokarplar, AGROMA Gida Tarim Hayvancilik San.
Tic. Ltd. Sti. (Denizli)’den temin edilmistir. Boletus edulis, Cantharellus cibarius ve
Ganoderma lucidum tiirlerine ait olan dogadan toplanmis basidiokarplar ise Prof. Dr.

Aysun Peksen (Samsun Ondokuz Mayis Universitesi) tarafindan saglanmustir.

3.1.1.3. Kullanilan besiyerleri ve cozeltiler

A. Besiyerleri

Calismada kullanilan besi ortamlari, besiyeri iceriginin distile suda ¢oziildukten

sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika islem gormesi ile steril edilmistir.

MRS broth

Kazein Pepton 100 ¢
Meat ekstrakt 100 ¢
Yeast ekstrakt 4,0 g
Glukoz 200 g
Tween 80 1,0 g
Di potasyum hidrojen fosfat 20 ¢
Sodyum asetat 50 ¢
Di amonyum hidrojen sitrat 20 g
Magnezyum silfat 02 ¢
Mangan sulfat 0,04 ¢

Distile su 1000 ml
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MRS broth besiyeri Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus acidophilus’un

tiretilmesi i¢in kullanilmistir.

Luria Bertani Broth

Tripton 100 g
Yeast ekstrakt 50 g
Sodyum klortr 100 g
Distile su 1000 ml

Luria Bertani Broth besiyeri Escherichia coli’nin tiretilmesi i¢in kullanilmistir.

B. Cozeltiler
TCA
0,8 M trikloroasetik asit (TCA) distile su ile seyreltilerek hazirlanmistir. Bu ¢ozelti

protein ¢oktiiriilmesi amaci ile kullanilmastir.

3.1.2. Secilen makrofungus polisakkaritinin in vivo prebiyotik aktivitesinin

arastirilmasi

3.1.2.1. Deney hayvanlari

Calismanin “in vivo prebiyotik aktivitenin aragtirilmasi” kisminda kullanilan deney
hayvanlar1 Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi (TICAM)’dan temin edilmistir. Calismada yaklasik 200-
250 g ve 12- 14 haftalik erkek Wistar albino si¢anlar kullanilmistir.
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3.1.2.2. Kullanilan besiyerleri ve cozeltiler

A. Besiyerleri

MRS agar

MRS agar, MRS broth besiyerine 20.0 g /L oraninda agar ilave edilmesi ile

hazirlanmistir. Lactobacillus spp. gelisimi igin segici besiyeri olarak kullanilmistir.

Bifidobacterium Agar (Himedia M1396)

Ticari hazir besiyerinden 49,3 g tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziilmesi yolu ile

hazirlanmistir. Bifidobacterium spp. sayiminda segici besiyeri olarak kullanilmistir.

Bacteroides Bile Esculin Agar (Himedia M805)

Ticari hazir besiyerinden 61,52 g tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziilmesi yolu ile

hazirlanmistir. Bacteroides spp. sayiminda segici besiyeri olarak kullanilmistir.

Reinforced Clostridial Agar (Merck 1.05410)

Ticari hazir besiyerinden 50 g tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziilmesi yolu ile

hazirlanmistir. Steril besiyerine filtrasyon ile steril edilen 8 mg/L oraninda novobiosin ve

kolistin stilfat eklenmistir. Clostridium spp. sayiminda segici besiyeri olarak kullanilmistir.

B. Cozeltiler

Ringer ¢ozeltisi

Ringer ¢ozeltisi 500 ml distile suda 1 ringer tablet ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

Bakteri suslari i¢in izotonik ortam olarak kullanilmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Makrofungus polisakkaritlerinin in vitro prebiyotik aktivitesinin arastirilmasi

3.2.1.1. Makrofungus polisakkarit fraksiyonlarmmin hazirlanmasi

Makrofungus bazidiokarplarindan polisakkarit fraksiyonunun elde edilmesi igin
Chou vd. (2013) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir. Bu amagla ilk olarak Agaricus
bisporus (beyaz form), Agaricus bisporus (kestane formu), Boletus edulis, Cantharellus
cibarius, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor turlerine ait kuru
bazidiokarp Ornekleri laboratuvar tip ogitiicii ile (Ika-Werke, M 20) toz haline
getirilmistir. Ogiitiilen bazidiokarp, distile suya 1:10 (a/h) oraninda ilave edilerek 1 saat
kaynatilmistir. Elde edilen distile su ekstrakti, iginde var olabilecek protein fraksiyonunun
giderilmesi amaci ile esit hacimde 0.8 M trikloroasetik asit ile +4°C’de 3 saat muamele
edilmistir. Protein fraksiyonu, tiim karigimin 5000 g’de 10 dakika santrifiijlenmesi yolu ile
¢oktiiriilmiis ve ayrilmistir. Makrofungus basidiokarplarindan polisakkarit fraksiyonunun
elde edilmesi icin, santrifiij tiiplerinde bulunan sivi kismi 1:4 (h/h) oraninda etanol ile

coktiiriilmiis, elde edilen ¢okelti Alpha 2-4 LO Plus marka cihaz ile liyofilize edilmistir.

Calismada kullanilan makrofungus bazidiokarplarindan elde edilen polisakkarit

fraksiyon veriminin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiil kullanilmistir (Chou vd., 2013).

Verim (%) = (Polisakkarit agirlig1 (g) / Bazidiokarp kuru agirligi (g)) x 100
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3.2.1.2. Makrofungus polisakkaritlerinin in vitro prebiyotik aktivitesinin belirlenmesi

Calismanin deney grubu olarak makrofungus polisakkaritleri Lactobacillus
plantarum ve Lactobacillus acidophilus’un iiretilecegi MRS broth besiyerine ve E. coli’nin
tiretilecegi Luria Bertani broth besiyerine % 0,25, % 05, % 10 ve % 20
konsantrasyonlarda eklenerek ilgili mikroorganizma ile inokule edilen besiyeri 37°C’de 48
saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Negatif ve pozitif kontrol gruplari olarak ise
bakteri tiiriine bagli olarak degismek tizere MRS broth ya da Luria Bertani besiyerine
makrofungus polisakkaritleri yerine ayni konsantrasyonlarda eklenen glukoz ya da inulin
kullanilmistir. Deney ve kontrol gruplarinda, bakterilerin baslangictaki sayilar1t McFarland
0,5 yogunluguna gore ayarlanmistir. Bakterilerin tremesi nefalometrede (Nephalometre
BMG Labtech, Germany; Sekil 3.1.) izlenerek inkubasyon siiresi boyunca saatlik

araliklarla RNU (relative nephelometric unit) cinsinden belirlenmistir (Finger vd., 2012).

Sekil 3.1. Nefalometre

Nefalometrik cihazin ayarladigi fonksiyon degerleri ise Cizelge 3.2°de

belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. Nefalometrede kullanilan degiskenler ve degerleri

Degisken Deger
Dongii sayist 49
Her kuyunun 6lgim suresi (s) 1.0
Kuyu degistirme siiresi (s) 0.5
Lazer 6l¢iim derinligi (mm) 2
Calkalama siresi (s) 10
Orbital ¢alkalama genisligi (mm) 3
Lazer yogunlugu (%) 25

Elde edilen sonuclar ¢ etmenli faktoriyel tasarima iligkin varyans analizi ile

degerlendirilmistir.

In vitro prebiyotik aktivitesi arastirilan 6 makrofungus tiiriinden, digerleri arasinda
Lactobacillus tirleri icin daha yuksek, E. coli i¢in daha diisik RNU degerleri sunan bir

ornek secilerek in vivo prebiyotik etkisi aragtirilmistir.

3.2.2. Secilen makrofungus polisakkaritinin in vivo prebiyotik aktivitesinin

arastirillmasi

Secilen makrofungus polisakkaritinin in vivo prebiyotik aktivitesinin arastiritlmasina
yonelik calismalar Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 20.11.2015 tarih ve 488-1 numarali karar1 ve izni ile gergeklestirilmistir.
Deneysel ¢alismamizin tamami Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tibbi ve Cerrahi Deney

Hayvanlar1 Uygulama ve Aragtirma Merkezi (TICAM)’da tamamlanmustir.

Uygulamalar siiresince deney hayvanlari, 12/12 saat aydinlik/karanlik uygulamasi
olan, 1s1 (22 £ 2°C) ve nemi (% 45- 50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatilmistir.
Kontrol grubunda yer alan si¢anlar polikarbonat seffaf kafeslerde standart sigan pellet yemi
ile beslenmis ve su ad libitum olarak sunulmustur. Deney grubunda yer alan siganlara
farkli olarak 15 giin boyunca gavaj yolu ile Cantharellus cibarius polisakkaridi (CCP),

pozitif kontrol grubundaki si¢anlara ise inulin verilmistir.
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Deneysel ¢alisma gruplar1 su bigimde 6zetlenebilir;
I. Grup (Kontrol): Standart pellet yem ile beslenen kontrol grubu

Il. Grup (Deney): Standart pellet yem + gunlik yem tiketiminin % 0,25’

miktarinda Cantharellus cibarius polisakkaridi (CCP) ile beslenen deney grubu

I1l. Grup (Pozitif kontrol): Standart pellet yem + gunluk yem tliketiminin % 0,25’i

miktarinda inulin ile beslenen deney grubu

Deneysel uygulamalarin bitiminde, tiim gruplardaki si¢anlara intramiiskiiler olarak
10 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg ketamin anestezisi sonrasinda hedef organlar1 diseksiyonu

ve kardiyak/periferal kan drneklerinin alinmasi saglanmaistir.

Deneysel ¢alisma verileri; genel, mikrobiyolojik, biyokimyasal ve histolojik

inceleme parametreleri dikkate alinarak degerlendirilmistir.

3.2.2.1. Hayvanlara ait genel inceleme parametreleri

A. Biiyiime performansi

Deney hayvanlarin 0, 3, 6, 9, 12 ve 15. giinlerde tek tek tartimi ile tartimlar
arasindaki farktan canli agirlik artiglart belirtilen formal ile belirlenmistir (Evrensel vd.,
2009).

Kilo artis1 (KA) = Az (son agirlik(g)) - Az (ilk agirlik (g))
Spesifik biiyiime oran1 Mohd Din vd. (2012) tarafindan Onerilen formil ile
hesaplanmaistir;
Spesifik Biiyiime Orani = ( (InA2 - InAz) /t) x 100
AL : 1k agirlik (g)
A : Son agirlik (g)
t : Gln
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B. Yem-Su Tiiketim Oranm

Arastirmanin her giiniinde yemliklerde kalan yem ve su miktari, bir énceki giin her
gruba verilen toplam yem ve su miktarindan ¢ikartilarak her grubun giin igerisinde tiikettigi
yem ve su miktart bulunmustur. Bu miktar mevcut hayvan sayisina boliinerek yem ve su

tiiketimleri, gruplarin ortalamalar1 olarak hesaplanmustir.

3.2.2.2. Mikrobiyolojik inceleme parametreleri

A. Barsagin ileum-¢cekum kisminda bakteri sayimi

Siganlarin bagirsaginin ileum-¢ekum kismi, 15. giiniin sonunda steril bistiiri bigagi
ile alinarak steril petri kaplara aktarilmistir. Steril bir pens yardimi ile alinan 6rnek
tizerine 1:9 (a/h) oraninda olacak sekilde Ringer ¢ozeltisi eklenip homojenize edilmistir.
Bu homojenizattan uygun diliisyonlar hazirlanarak sayimi yapilacak her mikroorganizma
icin segici besiyerleri ile dokme plaka yontemi uygulanmuistir. Bakterilerin inkibasyonu

anaerobik ortamda % 5 oraninda karbondioksit verilerek gergeklestirilmistir.

Mikrobiyolojik inceleme parametresi olarak sayimi yapilan bakteri cinsleri ve

sayim kosullar1 Cizelge 3.3’de sunulmustur.
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Cizelge 3.3. Sayim1 yapilan bakteri cinsleri ve sayim kosullari

o Kullamlan . L Inkiibasyon
Bakteri cinsi ) Secici besiyeri Referans
dilsyon siiresi/sicakhigi
) ) Marotti 1.
Lactobacillus spp. 102 - 107 Mannitol Rogosa Agar 48 saat / 37°C
vd., 2011
. ) o ] Liu Z. vd.,
Bifidobacterium spp. | 102-107 Bifidobacterium Agar 48 saat / 37°C 2014
Bacteroides Bile Esculin
] o Tuohy K. M.
Bacteroides spp. 102-10° | Agar (Gentamisin (100 | 48 saat/37°C
) ) vd., 2002
mg/l) ilaveli)
Reinforced Clostridial
o Agar (Novobiyosin (8 Tuohy K. M.
Clostridium spp. 102-10° - 48 saat / 37°C
mg/l) ve kolistin (8 vd., 2002
mg/l) ilaveli)

B. Prebiyotik indeksin hesaplanmasi

Prebiyotik indeks, Aida vd. (2009) tarafindan 6nerilen formiilden yararlanilarak

belirlenmistir.

Prebiyotik indeks = (Lac+Bif)-(Bac+Clos)
Lac: Lactobacillus sp. sayis1 (kob/ml)

Bif: Bifidobacterium sp. sayisi (kob/ml)
Bac: Bacteroides sp. sayis1 (kob/ml)

Clos: Clostridium sp. sayis1 (kob/ml)

Bu formile gbre Bifidobacteria sp. ve Lactobacilli sp. populasyonundaki artis
pozitif etki, Clostridia sp. ve Bacteroides sp.’lerdeki artis ise negatif etki olarak

degerlendirilmektedir.
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3.2.2.3. Biyokimyasal inceleme parametreleri

Deney hayvanlarindan alinan kan oOrnekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifij
edilerek serum elde edilmis ve serum analizleri yapilana kadar +4°C’de saklanmistir. Her
bir grupta yer alan siganlara ait serum Orneklerinde total kolesterol, HDL (yliksek
yogunlukta lipoprotein), LDL (diisiik yogunlukta lipoprotein) ve trigliserit miktarlar
hizmet alim1 yolu ile (MST Tibbi Uriinler Plan Proje Insaat Sanayi ve Ticaret Ltd. Sti.)
belirlenmistir. Total kolesterol, HDL, LDL ve trigliserit miktarlar1 Roche marka biyokimya
kitleriyle (siras1 ile 03039773, 04399803, 03038866 ve 20767107 kod numarali kitler)
Roche-Cobas Integra 400 Plus cihazinda galigilmustir.

Ayrica deney hayvanlarinin bagirsak pH degerlerinin belirlenmesi i¢in, sicanlarin
diseksiyonu sonrasi alinan bagirsagin ileum-cekum kismi kiigclik parcalar haline
getirilmistir. Alman Ornekler 1:10 (a:h) oraninda saf su iginde 1 dakika homojenize

edildikten sonra pH metre ile pH degerleri dlgtilmiistiir.

3.2.2.4. Histolojik inceleme parametreleri

Her bir deney hayvanindan alinan mesensimal mezenter doku ornekleri, %210’luk
notral formaldehit ile kimyasal fiksasyona tabi tutulmus ve distile su ile karistirilmustir.
Toluidin mavisi ile 2-3 dakika muamele edilerek boyanmalar1 saglanmis ve ardindan 3 kez
daha distile su ile yikanarak boyasi akitilmistir. Daha sonra % 95 alkol ile muamele
edilmis ve ardindan 3 dakika boyunca ksilende bekletilmistir. Bu agamalardan sonra
hazirlanmis mesensimal mezenter dokusu lamele entellan ile yapistirilarak sabitlenmistir.
Preparatlardaki mast hiicrelerinin 10 farkli alandaki sayim sonuglar1 skorlanarak (1; yok, 2;
var ve 3; ¢ok var) ve istatistiksel olarak yorumlanmistir (Bancroft ve Stevens, 1990;
Uyanoglu vd., 2010).

3.2.3. Istatistiksel Analiz
Caligmanin in vitro ve in vivo prebiyotik aktivitenin aragtirilmasi asamalarinda elde
edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS 12.0 programi kullanilarak iki ve ¢ yonli

varyans analizi ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Makrofungus polisakkarit fraksiyonlarinin hazirlanmasi

Aragtirma kapsaminda prebiyotik aktivitesi sorgulanacak olan makrofungus

tdrlerinden elde edilen polisakkarit verimi Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Makrofungus tirleri ve polisakkarit verimleri

Makrofungus tira Verim (%)
Agaricus bisporus (beyaz form) 0,81
Agaricus bisporus (kestane formu) 3,17
Boletus edulis 2,40
Cantharellus cibarius 1,39
Ganoderma lucidum 0,31
Pleurotus ostreatus 1,41
Trametes versicolor 5,59

Elde edilen polisakkarit verimleri arasinda bazi farkliliklar bulunmustur. En yiiksek
polisakkarit verimi Trametes versicolor, en diisiik verim ise Ganoderma lucidum tdriinde
elde edilmistir. Diger makrofunguslar arasinda degisen oranlarda polisakkarit fraksiyonu

elde edilmistir.

Nyman vd. (2016) Cantharellus cibarius tirtiinden % 1,90 verim ile polisakkarit
ektraksiyonu gerceklestirerek sonuglarimiza gére daha fazla verim elde etmislerdir. Ayrica
polisakkarit igeriginde ksiloz, galaktoz, fruktoz, mannitol, trehaloz, glikoz ve manan
belirlemislerdir. Bu igeriklerden bazilarinin miktari; mannitol % 8,56, trehaloz % 6,68,
mannan % 8,56 ve glukoz % 7,98 olarak bulunmustur. Mannitol mantarlarda, deniz
alglerinde, meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunur. Saglik alaninda gii¢lii bir idrar
soktiirticii olarak kullanilir ve idrar azligin1 6nler. Kafatasi basincini azaltir, yasami tehdit
eden hastaliklarin tedavisinde kan-beyin bariyeri boyunca ilaglarin gegisini gegici bir sure
de olsa arttirir (Muszynska vd., 2016).
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Zhou vd. (2013) ve Rosello Soto vd. (2015) tarafindan Pleurotus ostreatus’tan elde
edilen polisakkarit verim yiizdesi sirast ile % 21,17 ve % 5,00 olarak tespit edilmistir.
Calismamizda Pleurotus ostreatus’tan elde edilen polisakkarit verimi bu verilere oranla
daha az bulunmustur. Bir bagka calismada Agaricus bisporus (beyaz form) polisakkarit
verimi % 4,50, Agaricus bisporus (kestane formu) polisakkarit verimi ise % 4,60 olarak
tespit edilmistir (Rosello soto vd., 2015). Bu verim miktarlar1 ¢alismamizdaki sonuglara

gore daha fazladir.

Chen vd. (2017) yaptig1 bir ¢alismada Cantharellus cibarius’tan polisakkarit elde
etmigtir. Ekstraksiyon yoOnteminde bizim ¢alismamizdaki gibi 60°C’de mantar
bazidiokarplarin1 kurutmustur. Ancak ¢alismamizdakinin aksine suda kaynatma orani 1:20
(a’/h) ve siire 2 saat ve santrifiij islemi 3500 rpm’de 15 dakikadir. Bu asamadan sonra
calismamizdaki metot siipernatantt protein fraksiyonunun giderilmesi i¢in 0.8 M
trikloroasetik asit ile +4°C’de 3 saat muamele etmek olmustur. Ancak bu yontemde 200 ml
stpernatant, kloroform-protein jel yok olana kadar 30 defa 55°C vakumlu dénmeli
buharlastiricida tutmak tercih edilmistir. Ardindan elde edilen solusyon c¢alismamizda
yararlandigimiz % 96’lik etil alkoliin aksine, bu ¢aligmada % 75 konsantrasyonda etil alkol
ile +4°C’de 24 saat muamele edilmistir. Bu muamele sonrast kurutma islemi ¢alismamizda
liyofilizasyon ile gergeklestirilmis olup bu g¢alismada elektrotermal hava kurutucusunda
40°C’de 2 saat gergeklestirilmistir. Daha sonra dondurma 6ncesi bu solusyon -80°C’de 2
giin bekletilmis ve akabinde -50°C’de 48 saat bekletilerek polisakkarit eldesi
gerceklestirilmistir.

Han vd. (2013) tarafindan Cantharellus cibarius’tan polisakkarit eldesinin yapildigi
calismada ise 1,0 kg Cantharellus cibarius bazidiokarp1 6énce kurutulmustur. Ardindan 3
kez 2 litre distile suda 1,5 saat kaynatilmigtir. 300°er ml alinarak 3000 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmistir. Siipernatant %95°lik etanol ile bir gece +4°C’de bekletilmistir.
Sonrasinda suyunun uzaklastirilmasi i¢in 2 giin diyaliz edilmistir. Protein uzaklastirmasi
icin 7 defa triklorometan:bitanol (CHCL3:BuOH) ile 4:1 (h/h) oraninda 15 dakika
muamele edilmistir. Sonrasinda vakum ile solusyon kurutularak polisakkarit elde
edilmistir. Bu yontem ile bizim kullandigimiz yontem islem sirast ve etanol
konsantrasyonu agisindan benzerlik gostermektedir. Bu arastiricilar Cantharellus cibarius

polisakkaritinin molekiiler agirhigini 4,8x10° Da olarak bulmustur (Han vd., 2013). Bu
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polisakkaritin molekiil biiyiikligiiniin yiiksek olmasi, mideden ¢dziinmeden bagirsaga

kadar ulagabilmesi agisindan ¢ok dnemli bir 6zelliktir.

Bunlar ve bunlara benzer yontemler ile C. cibarius’tan farkli o6zelliklerde
polisakkaritler izole edilmistir. Han’in vd. (2013) yaptig1 polisakkarit eldesi yonteminde
karbonhidrat kaynagi olarak yalnizca glikoz tespit edilmistir. Bunun yaninda protein igerigi
olarak % 1,62 oraninda farkli amino cesitlerine rastlanmistir. Farkli bir literatiirde C.
cibarius sporokarplarinda % 3,6 oraninda yag asitlerinin oldugu belirtilmistir (Bozena vd.,

2013). Bu nedenle bu polisakkarit homopolisakkarit degil, heteropolisakkarit olabilir.

Mantar bazidiyokarplarinin polisakkarit verimlerinin arasindaki farkliliklar
polisakkarit ¢oziiniirligii farkliligindan kaynaklanabilir. Polisakkarit eldesi asamasinda
standart bir yontem kullanilmis oldugu i¢in bu verim farkliliklarinin metottan kaynaklanan
sapmalardan daha ¢ok mantar tiirlerinin igerdigi kendilerine 6zgili polisakkarit oraninin

farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Clitocybe maxima tiiri makrofungusta kaynar su ile yapilan ekstraksiyonda
polisakkarit verimi % 5,86 oraninda elde edilmistir (Chen vd., 2013). Bir bagka ¢aligmada
Tricholoma giganteum makrofungusundan % 12,92 oraninda verim elde edilmistir (Mo
vd., 2013). Russula griseocarnosa ile yapilan polisakkarit ektraksiyonunda verim % 4,15
elde edilmistir (Yuan vd., 2017). Zang Yu-Hong un (2013) yaptig1 bir ¢calismada Pholiota

nameko mantarindan % 6,23 oraninda polisakkarit verimi elde etmistir.
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4.2. Makrofungus polisakkaritlerinin in vitro prebiyotik aktivitesinin aragtirilmasi

Bu calismada 6 makrofungus tiiriine ait 7 susun bazidiokarp Orneklerinden elde
edilen polisakkarit fraksiyonlarinin in vitro prebiyotik aktivitesinin arastirilmasi igin 3
bakteri tiirliniin iiremesi iizerine etkisi nefalometrik olarak sorgulanmistir. Bakterilerin
tremesi RNU (Relative Nefalometric Unit) birimi ile ifade edilmistir (Finger vd., 2012).
McFarland 0,5 e gore ayarlanmis yogunluk baslangictaki RNU’da 0 (sifir) kabul edilmistir.
Kontrol gruplar1 ve makrofungus polisakkaritlerinin test mikroorganizmalar1 iizerine etkisi

Cizelge 4.2 — 4.13 ve Sekil 4.1- 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.2. Inulinin test mikroorganizmalarinin iiremesi iizerine etkisi (Ortalama (RNU /
1000) + Standart Sapma)

Inkiibasyon Doz (%)
Test )
suresi
M.o.s1
(saat) 2 1 0,5 0,25

c 8 68,82 + 3,90 76,67 +1,34 78,99 + 4,00 69,71+ 4,74
>
% 24 80,50 + 2,95 88,92 +2,24 89,21 + 3,96 80,46 +2,12
=
- 48 55,46 + 5,83 59,51 +1,81 59,53 +2,20 49,36 £ 3,90
@ 8 48,62 £ 1,16 56,74 + 5,30 52,85 +2,12 56,14 + 3,31
E
_§' 24 46,02 £ 2,29 50,52 + 4,93 52,70 + 3,46 45,59 + 3,40
S
©
i 48 51,29 + 3,74 45,67 +7,28 36,84 + 3,82 37,50 + 1,45

8 73,48 +0,84 81,78 + 4,88 77,72 +2,26 77,05 +4,32
3 24 66,26 +2,71 70,62 + 3,89 66,52 + 0,90 59,75 +2,16
wi

48 50,38 +1,31 68,03 +2,82 60,51 + 1,54 52,49 +2,17
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki inulinin Lactobacillus acidophilus (a), Lactobacillus
plantarum (b) ve Escherichia coli (c) 'nin Uremesine etkisi
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki glukozun Lactobacillus acidophilus (a),
Lactobacillus plantarum (b) ve Escherichia coli (c) 'nin Gremesine etkisi
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Cizelge 4.3. Glukozun test mikroorganizmalarinin tiremesi lizerine etkisi (Ortalama (RNU
/ 1000) * Standart Sapma)

Inkiibasyon Doz (%)
Test
suresi
M.o.s1
(saat) 2 1 0,5 0,25
e 8 15,76 + 3,80 59,10 + 9,20 56,80 + 5,30 59,93 + 3,21
=}
S
= 24 54,02 + 9,47 66,54 + 3,13 50,60 + 4,22 54,16 +1,11
=
i 48 57,29 +5,12 63,17 £1,92 44,05 + 3,86 61,93 + 3,67
E 8 64,53 + 2,20 65,88 +2,11 71,12 + 4,76 75,54 + 1,01
=
o
3 24 48,31 +0,92 54,80 + 3,09 57,72 +2,90 75,54 +1,02
[&]
[+
J 48 43,40 + 2,20 50,19 + 0,50 58,77 + 7,18 69,03 + 1,34
8 83,17 2,23 80,19 + 4,65 74,69 + 2,22 71,85 +2,78
3 24 56,67 + 4,14 52,7 +5,82 49,26 + 2,48 4541 +1,49
1N}
48 53,98 + 5,76 46,56 + 0,06 49,46 + 2,63 52,91 +114

Sekil 4.1 - 4.2°de sunulan verilere gore Lactobacillus acidophilus’un % 0,25, % 0,5
ve % 1,0 glukoz varhiginda inuline gore daha fazla iireme gosterdigi belirlenmistir.
konsantrasyon % 2 oldugunda ise bu durumun tam tersi olarak inulin varliginda daha gok
gelismistir. Lactobacillus plantarum’un tremesi ise 0,5 mg/ml, 1 mg/ml ve % 2 inulin
varliginda glukoza oranla daha ¢ok artis gostermistir. Bu bakterinin % 0,25 glukoz
varliginda inuline gore daha ¢ok iiredigi tespit edilmistir. Bu durumun tam tersi olarak
Escherichia coli’nin gelisimi inulinin % 1, % 0,5 ve % 0,25 konsantrasyonlarinda glukoza

gore daha fazla, % 2 konsantrasyonda ise glukozdan azdir.

Inulin ticari olarak prebiyotik kaynag: olarak kullanilan bir karbonhidrattir. Icerdigi
asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit gibi kisa zincirli yag asitleri sayesinde prebiyotik
kaynag1 olarak kullanilmaktadir (Al-Sheraji vd., 2013). Bu durumun bir 6rnegi olarak
inulinin yogurt (Aryana vd., 2007) ve kremaya (Kip vd., 2006) eklendiginde bu
ortamlardaki yararli bakteri popiilasyonunu arttirdig: tespit edilmistir. Bunun disinda giinde
40 g inulin alan insanlarin bagirsak mikrobiyotasindaki bakterilerdeki artisa bagl olarak
kalsiyum emiliminin arttigt goriilmistiir (Roberfroid vd., 2002). Caleffi vd. (2015)

tarafindan in vitro olarak yapilan bir ¢alismada inulinin L. acidophilus, L. fermentum, L.



38

casei ve Bifidobacterium bifidum gibi probiyotik bakterilerin gelisimini arttirdig
belirlenmistir. Yapilan bagka bir in vitro ¢alismada ise L. acidophilus’un Gremesini inulinin

% 41,72 glukozun ise % 2,91 oraninda arttirdig1 goriilmiistiir (Moongngarm vd., 2011).

Calismamizin sonuglarna gore inulinde probiyotik bakterilerin daha fazla treme
gosterdigi belirlenmistir. Escherichia coli diisiik konsantrasyonlarinda ise patojen bir
bakteri olan glukoz varliginda gelisimini arttirmis, inulinin yiiksek konsantrasyonlarinda
ise azaltmistir. Eldeki verilerin birlikte degerlendirilmesi ile inulinin yiiksek dozlarinda

bagirsak mikrobiotasinda yer alan probiyotik bakteri tiirlerinin arttig1 goriilmistiir.

Cizelge 4.4. Agaricus Dbisporus (beyaz form) polisakkaridinin (ABP) test
mikroorganizmalarinin iiremesi tizerine etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Inkiibasyon Doz (%)
Test
stiresi
M.o.s1
(saat) 2 1 0,5 0,25
£ 8 46,50 +1,90 58,08 + 2,39 70,31 0,79 74,30 + 1,09
>
3
= 24 44,60 0,13 47,30 +3,31 65,75 + 1,37 68,30 +2,95
=
i 48 33,70 £1,50 54,30 £1,37 53,03 +4,13 54,20 + 2,50
3 8 29,85 +2,01 39,37 £1,19 52,70 +2,37 61,6 +1,10
2
(o
3 24 20,48 +1,70 29,60 + 0,50 44,98 +3,24 58,30 + 0,17
Q
©
i 48 19,34 + 0,60 29,96 +0,13 45,28 +1,25 60,30 + 2,80
8 1,50 + 0,47 2,70+0,40 3,83+0,30 -0,40 £0,12
3 24 30,40 +1,12 39,80 + 2,50 47,06 + 4,30 48,01+1,20
L
48 23,70 £1,23 38,62 £0,70 45,48 + 4,97 43,90 +2,01
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki Agaricus bisporus (beyaz form) polisakkaritlerinin
(ABP) Lactobacillus acidophilus (a), Lactobacillus plantarum (b) ve Escherichia coli’nin

(c) uremesine etkisi
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Sekil 4.3’de sunulan verilerin detayli incelenmesi sonucunda, Agaricus bisporus
(beyaz form) polisakkaritinin (ABP) L. acidophilus tremesini % 0,25 ve % 0,5
konsantrasyonlarda daha fazla arttirdigi belirlenmistir. Elde edilen veriler L.
acidophilus’un 48. saat sonundaki iireme degerlerinin glukoz ile ¢ok yakin olmasina
karsin, pozitif kontrol olarak kullanilan inulinden ¢ok daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan % 0,25 oraninda ABP, L. plantarum tremesini inuline gore
arttirmasina karsin % 0,5 oraninda inuline daha yakin degerler sunmaktadir. Onemli bir
bulgu olarak ABP varliginda E. coli iiremesinin, kontrol gruplarina gore daha az

gerceklestigi belirlenmistir.

Agaricus bisporus (beyaz form) diinya genelinde kiiltiirii yapilan bir mantar
tiirtidiir. Yiiksek polisakkarit ve lif icerigine sahiptir. Ayrica protein, vitamin ve mineral
oran1 da yiiksektir (Giannenas vd., 2010). Bu makrofungus polisakkaritinin, igerdigi
heteropolisakkarit, D-galaktoz, D-mannoz, D-ksiloz, L-fruktoz, L-(ya da D)-arabinoz,
ksiloz, fruktoz, glukoz, siikroz ve trehaloz nedeni ile prebiyotik aktiviteye sahip oldugu

vurgulanmaktadir (Aida vd., 2009).

Caligmamizin sonuglarma goére ABP varliginda probiyotik bakteri suslarinin
stimule olmasi, ABP’nin prebiyotik 6zellige sahip oldugunu destekler niteliktedir. Patojen
bir bakteri turl olan E. coli’nin tiremesini ise daha az tesvik etmis olmasi nedeni ile de
ABP’nin prebiyotik olarak kullanimina uygunlugu giivenlidir. Giannenas vd.’in (2010) in
vivo yapmis olduklar bir ¢alismada Agaricus bisporus (beyaz form) ile beslenen hindilerin
bagirsak mikrobiyotasinda bulunan Lactobacillus spp. sayisinda artis oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu nedenle Agaricus bisporus'un probiyotik bakterilerde pozitif kontrol
grubuna gore daha fazla artis saglayabilmesi nedeni ile prebiyotik 6zellige sahip oldugu
ileri slirilmektedir. Tiim bu 6zellikler ve verilerden anlasilacag tizere Agaricus bisporus
(beyaz form) tiiketimi ile bagirsak mikrobiyotasinin iyilestirilmesinin saglanabilecegi

sOylenebilir.
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki  Agaricus bisporus (kestane formu)
polisakkaritlerinin (ABKP) Lactobacillus acidophilus (a), Lactobacillus plantarum (b) ve
Escherichia coli'nin (c) tremesine etkisi



Cizelge 4.5. Agaricus bisporus (kestane formu) polisakkaridinin (ABKP)

42

test

mikroorganizmalarinin iiremesi tizerine etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Inkiibasyon Doz (%)
Test ]
suresi
M.o.s1
(saat) 2 1 0,5 0,25

£ 8 6,40 + 2,63 18,90 + 1,05 40,97 + 1,40 55,9 + 2,40
>
3
= 24 3,60 + 0,60 10,60 + 1,80 32,25 +0,70 36,30 + 2,90
=
= 48 2,25+6,70 14,30+ 0,70 33,90 +1,20 42,90 +2,90
E 8 1,70+0,20 9,80 + 3,50 24,50 +1,50 40,20 +2,10
=
(o
3 24 0,60 + 0,70 4,20 + 0,30 12,90 +1,70 37,40 +3,10
Q
[
| 48 0,40 + 0,30 5,60 + 1,20 8,40 + 1,30 49,40 + 0,50

8 8,90 + 0,30 23,95 + 1,06 33,40 + 1,17 55,60 + 0,30
3 24 3,20 + 0,40 10,10 0,30 20,60 + 0,40 36,60 +2,01
L

48 0,06 +1,30 4,80 + 0,50 17,80 0,31 32,30 + 1,60

Agaricus  bisporus  (kestane  formu)  polisakkaridinin  (ABKP)

tim

konsantrasyonlarinda ii¢ bakteri tiirliniin iiremesi, inulin ve glukozda gelisen bakterilere

gore daha az miktarda olmustur (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). Agaricus bisporus’un farkli bir

susu olan bu mantar tiirimiizde yine ABP ile probiyotik bakterileri stimule edici benzer

Ozellikler gorilmesi beklense de tam tersi bir sonug elde edilmistir. Bu durum tiir igi

genetik cesitliligin bir 6rnegi olarak degerlendirilebilir.
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki Boletus edulis polisakkaritlerinin Lactobacillus
acidophilus (a), Lactobacillus plantarum (b) ve Escherichia coli'nin (c) Uremesine etkisi
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Cizelge 4.6. Boletus edulis polisakkaridinin (BEP) test mikroorganizmalarinin tiremesi
tzerine etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Test 1nki'ibas?/0n Doz (%)
suresl
MostT 2 1 05 0,25
£ 8 17,80 +0,20 45,40 + 2,60 64,40 + 1,07 74,30 + 1,60
% 24 26,80 + 2,40 49,90 + 0,40 46,10 + 2,50 67,20 + 3,01
=1
o 48 22,70 +1,90 33,60 +2,50 47,60 +0,70 60,60 + 4,10
E 8 25,30 £2,10 21,20 + 1,40 45,70 + 3,50 51,90 + 0,70
=
;g 24 16,70 + 1,60 26,20 + 2,50 36,30 + 0,14 36,70 0,30
[+
i 48 15,80 + 0,40 27,10 +1,30 32,80+ 0,08 40,15 + 2,10
8 32,05 + 1,60 50,60 + 1,90 63,70 + 1,80 77,20 + 3,04
E 24 24,20 +2,34 40,90 + 2,50 54,10 + 0,40 67,40 +2,10
48 26,30 + 1,02 43,80 + 2,40 52,74 + 2,60 68,50 + 2,90

Boletus edulis polisakkaridinde (BEP) 48. saat sonunda Lactobacillus acidophilus

‘un tremesi % 0,25 oraninda inulinden fazla, glukozdan az; Lactobacillus plantarum un

uremesi % 0,25 oraninda inulinden fazla, glukozla yakin miktarda; Escherichia coli ise

tUm konsantrasyonlarda kontrol gruplarina gore daha az gelisim gdstermistir. Bu sonuca

gore BEP' in probiyotikleri aktive edici 6zelligi oldugu anlasilmakta ve bu durumu igerdigi

kitin sayesinde gerceklestirdigi ongdriilmektedir (Aida vd., 2009).
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki Cantharellus cibarius polisakkaritlerinin
Lactobacillus acidophilus (a), Lactobacillus plantarum (b) ve Escherichia coli'nin (c)
Uremesine etkisi



46

Cizelge 4.7. Cantharellus cibarius polisakkaridinin (CCP) test mikroorganizmalarinin
tremesi Gzerine etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Test 1nki'ibas?/0n Doz (%)
suresl
MostT 2 1 05 0,25
£ 8 48,30 +0,70 60,05 + 1,80 70,80 4,10 79,20 + 0,60
% 24 38,80 £ 0,10 50,20 + 3,60 61,30 +4,70 70,90 + 0,50
=1
o 48 41,70 £1,30 55,05 + 4,01 56,50 + 6,05 68,70 + 1,90
E 8 46,80 +0,90 51,50 + 0,50 53,30 + 3,10 53,30 + 4,18
=
% 24 34,05 + 0,60 47,70 +1,10 41,30 + 1,80 25,50 + 1,30
[+
i 48 25,50 + 1,30 45,80 + 1,70 37,80 + 2,50 43,70 + 4,30
8 4,80 + 0,60 -0,40 + 0,30 6,06 + 1,20 7,09 0,10
E 24 37,02+1,12 42,37 +2,15 50,13 + 3,20 54,60 + 0,70
48 28,03 1,20 45,80 + 3,40 47,01 + 3,50 52,30 + 0,90
Cantharellus cibarius polisakkaridi (CCP) 48. saat sonunda Lactobacillus

acidophilus tremesini % 0,25 ve % 0,5 oraninda inulinden fazla ve glukozdan az, % 1

oraninda inulin ve glukozla yakin miktarda etkilemistir. Lactobacillus plantarum tremesini

ise % 0,25 oraninda inulinden fazla, glukozla yakin, % 0,5 oraninda glukozdan fazla,

inulinle yakin, % 1 oraninda ise inulinden az, glukozla yakin olarak gelisimini saglamistir.

CCP, Escherichia coli Uremesini ise % 0,25 oraninda inulin ve glukozdan fazla % 1

oraninda inulinden az, glukozla ayn1 oranda etkilemistir.
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Cizelge 4.8. Ganoderma lucidum polisakkaridinin (GLP) test mikroorganizmalarinin
tremesi Gzerine etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Test lnkii”bas?lon Doz (%)
M suresli
.0.81
(saat) 2 1 0,5 0,25

e 8 8,60 + 0,70 10,20 + 0,60 16,60 + 0,80 33,60 + 1,60
=}
S
= 24 4,70 +0,40 2,40 + 0,30 8,60 + 1,10 26,10 + 2,60
=
i 48 6,90 + 1,30 3,60 + 0,40 8,70 + 1,20 22,07 £1,10
@ 8 0,80 + 0,60 6,02 + 0,02 26,90 + 2,90 36,10 + 1,90
%-
3 24 5,03+ 0,20 4,07+1,20 16,50 + 0,02 29,30 + 2,20
[&]
[+
- 48 2,30 0,03 2,50 + 1,20 12,40 + 0,20 25,60 + 1,90

8 1,30 + 0,60 0,40 + 0,30 -1,08 + 0,50 0,30 + 1,50
3 24 2,70 £0,30 3,05 + 0,40 11,06 + 1,30 18,30 + 1,60
1N}

48 2,10 + 1,60 6,30 + 0,80 12,30 + 1,90 21,30 + 0,80

Ganoderma lucidum polisakkaridlerinin (GLP) tiim konsantrasyonlarinda 3 bakteri

tiirdi icin de gelisim inulin ve glukozdakinden daha az miktarda olmustur.

Ganoderma lucidum'un biyoaktif bilesenleri giiglii bir antioksidan etkiye sahiptir.
Bu o6zelligi sayesinde prebiyotik kaynak olan polisakkaritleri bagirsaklarda koruyucu bir
etkiye sahiptir (Zhuo vd., 2016). Ganoderma lucidum'un igerdigi B-(1—3)-bagl D-glukan,
programlit hiicre oOliimiine (apoptozis) neden olmaktadir (Selvi vd., 2011). Ayrica
Ganoderma lucidum kaynakli polisakkaritlerin gii¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu da bilinmektedir. Tir i¢i genetik farkliliklar nedeni ile farkli suslarda prebiyotik,
antimikrobiyal aktivitelerin derecesi de degiskenlik gosterebilmektedir. Sonuglarimizda
kontrol grubuna gore bakteri Uremesini daha az tesvik etmesi tiir i¢i genetik ¢esitlilikten

kaynaklaniyor olabilir.
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Lactobacillus acidophilus (a), Lactobacillus plantarum (b) ve Escherichia coli'nin (c)
Uremesine etkisi
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlardaki Pleurotus ostreatus polisakkaritlerinin Lactobacillus
acidophilus (a), Lactobacillus plantarum (b) ve Escherichia coli'nin (c) Gremesine etkisini
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Cizelge 4.9. Pleurotus ostreatus polisakkaridinin (POP) test mikroorganizmalarinin
tremesi Gzerine etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Test inkii”bas?lon Doz (%)
suresl
MostT 2 1 05 0,25
£ 8 52,40 + 2,06 68,10 + 1,00 73,50 + 0,40 76,80 + 1,30
% 24 53,07 + 0,60 56,30 + 0,10 65,70 + 0,80 69,90 + 2,60
=1
o 48 37,10+ 0,60 52,90 + 4,80 51,20 + 0,80 53,70 + 3,90
E 8 31,10 0,90 56,10 + 3,90 70,40 + 1,40 73,80 £ 5,10
=
;g 24 29,08 +0,80 61,80 + 5,50 66,70 + 4,50 60,10 + 6,60
[+
i 48 24,70 £0,60 63,02 + 2,10 51,20 + 1,70 60,20 + 3,80
8 57,40 + 4,20 77,80 +2,90 83,50 + 2,60 89,60 + 1,80
E 24 51,40 + 2,40 60,20 + 3,10 69,90 + 2,60 74,50 + 4,10
48 55,63 + 0,80 52,80 + 5,40 63,20 + 6,01 74,50 + 3,50

Pleurotus ostreatus polisakkaridi (POP) 48. saat sonunda Lactobacillus acidophilus
tiremesini % 0,25 ve % 0,5 oraninda inulinden ¢ok daha fazla, glukozla yakin ve % 1
oraninda ise inulin ve glukozdan daha fazla arttirmistir.  POP, Lactobacillus plantarum
gelisimini ise % 0,25 oraninda inulinden fazla, glukozdan az, % 0,5 oraninda inulinden az,
glukozdan fazla saglamistir. % 1 oraninda ise inulinden az, glukozla yakin bir iireme
goriilmiistiir. POP, Escherichia coli gelisimini ise % 0,25 ve % 0,5 oraninda inulin ve

glukozdan fazla, % 1 oraninda inulinden az, glukozdan fazla etkilemistir,

Pleurotus ostreatus icerdigi (1—3),(1—6)-D-polisakkarit sayesinde bagirsak
hareketlerini arttirmaktadir (Selvi vd., 2011). Synytsya vd. (2009) Pleurotus ostreatus‘tan
B-glukan ekstraksiyonu elde ederek dokuz probiyotik bakteri susunda in vitro prebiyotik
aktivite calismis ve probiyotik suslarinin segici olarak artis gosterdigini tespit etmistir. Bu
nedenle Pleurotus ostreatus B-glukaninin (pleuran) bagirsak bakteri mikrobiyotasini
canlandirdigint belirtmistir. Bu 6zelligi sayesinde ¢calismamizda da inulin ve glukoza gore

probiyotik bakterilerin Gremesini daha fazla tesvik edebilmistir.
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Hozova vd., (2004) Pleurotus ostreatus’tan elde ettigi polisakkaritleri (pleuran)
yogurda katarak 30 giin boyunca 5 °C ‘de saklamistir. Belli zaman araliklarindan sonra (1.,
15. ve 30. giunler) aldigi  yogurt orneklerinde yararli bakterilerin fermentasyon
kapasitesinin artigini, saklama siliresince maya, kiif ve koliform bakteri goriilmedigini ve
pleuranin yogurt kalitesini arttirdigin1 kaydetmistir. Calismamizla benzer olarak pleuranin
yararli bakteri populasyonunu arttirmasi ve zararli bakterilerin gelisimini baskilamasi

nedeniyle prebiyotik 6zellige sahip oldugu desteklenir niteliktedir.

Cizelge 4.10. Trametes versicolor polisakkaridinin (TVP) test mikroorganizmalarinin
tremesi Gzerine etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Test lnkubas?lon Doz (%)
y suresi
.0.81
(saat) 2 : 05 o

E 8 21,02 +0,01 50,85 + 3,40 60,40 £ 0,20 73,60 +5,30
>
IS
£ 24 30,08 + 1,90 53,80 + 1,60 63,40 £ 0,70 68,40 +3,10
=
i 48 28,20 + 0,90 48,01 + 1,40 47,50 2,70 59,30 + 4,60
9 8 20,80 + 0,80 36,60 + 1,40 46,90 £ 1,90 50,90 +2,40
%-
S 24 24,70 + 0,90 35,40 +2,14 38,30 4,12 39,50 + 2,60
(&)
@©
3 48 22,25 + 1,60 32,70 £2,20 33,40+ 1,10 34,50 + 1,02

8 34,30 + 1,40 55,30 + 1,80 60,05 + 0,50 71,30 £ 3,09
8 24 29,06 + 0,40 44,06 +1,08 49,20 +1,01 60,60 +1,80
L

48 29,60 + 0,40 42,60 +1,01 47,07 +1,70 59,50 +£2,30

Trametes versicolor polisakkaridi (TVP) Lactobacillus acidophilus gelisimini 48.
saat sonunda % 0,25 oraninda inulinden fazla, glukozdan az miktarda; Lactobacillus
plantarum gelisimini % 0,25 oraninda inulinden fazla, glukozdan az % 0,5 oraninda
inulinden az, glukozdan fazla etkilemistir. Escherichia coli gelisimini ise tiim kontrol

gruplarindan az oranda tesvik etmistir.
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki Trametes versicolor polisakkaritlerinin
Lactobacillus acidophilus (a), Lactobacillus plantarum (b) ve Escherichia coli'nin (c)
Uremesine etkisi
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Trametes versicolor dan ekstrakte edilmis olan ve "Krestin" olarak adlandirilan
polisakkaritler probiyotikleri aktive edici etkiye sahiptir (Aida vd., 2009). Pallav vd.,
(2014) insan mikrobiyotas1 lizerinde patojenlere karsi miicadelede 42. giin sonunda
Trametes versicolor’dan ckstrakte edilmis polisakkaritler ile antibiyotiklerin etkisini
karsilagtirdiginda yararli bakteri sayisini arttirarak patojen bakteriyel mikrobiyotay:
baskiladigi ve boylece zararli bakterilere karsi antibiyotikler kadar etki ettigini tespit
etmistir. Bu nedenle Trametes versicolor polisakkaritlerinin prebiyotik olarak etkin bir rol

oynadig diistiniilebilir.

In vitro prebiyotik aktivite asamasinda elde edilen tim verilerin birlikte
degerlendirilmesinin bir sonucu olarak Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus
ve E. coli glukoz ve inulin varliginda etkin bi¢imde iiremis, % 0,25 oraninda kullanilan
Cantharellus cibarius polisakkaridi Lactobacillus plantarum Uremesini inulin kadar
arttirmig, Lactobacillus acidophilus iiremesini inulinden daha fazla arttirmistir. E. coli’de
ise Cantharellus cibarius polisakkaridi varliginda tiim oranlarda glukoz ve inulinden daha
az biiytime gergeklesmistir. Lactobacillus plantarum tremesini % 0,25 oraninda Boletus
edulis, Pleurotus ostreatus ve Trametes versicolor’dan elde edilen polisakkaritler de
glukoz ve inulinden daha fazla veya inulinle yakin miktarda arttirmistir, ancak
Cantharellus cibarius polisakkaridi kadar etkin olamamislardir. Lactobacillus
acidophilus’un tretilmesinde en basarili makrofungus polisakkaridi yine % 0,25 oraninda
Pleurotus ostreatus ve ikinci basarili polisakkarit olarak Agaricus bisporus olmustur.
Cantharellus cibarius polisakkaridi {igiincii olarak bunlar takip etmistir. Ancak Pleurotus
ostreatus ve Agaricus bisporus polisakkaritleri varliginda bir patojen olan E. coli’de etkin
bicimde iiredigi i¢in Cantharellus cibarius prebiyotik olarak kullanim potansiyeli

acgisindan daha basarili bulunmustur.
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Chen vd., (2017) yaptig1 bir ¢alismada Cantharellus cibarius’tan (% 19,31 L
arabinoz, % 20,45 D mannoz, % 37,67 D glikoz ve % 22,54 D galaktoz verim ile)
polisakkarit elde etmistir. Ayrica Cantharellus cibarius polisakkaritleri diger
Basidiomycota tiirleri gibi B-glukan igerir. Bu [-glukanin antioksidan ve antikanser
etkisinin oldugu, DNA hasarin1 6nledigi, karsinojenlerin konsantrasyonunu diisiirdiigii ve
apoptozisi azalttig1 ifade edilmektedir (Muszynska vd., 2016). Buna karsin Vazouez vd.
(2017) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada C. cibairus’tan B-glukan izolasyonu

gergeklestirilemedigi ifade edilmektedir.

Elde edilen verilerin genel degerlendirmesi ile C. cibarius tiirii tarafindan tiretilen

polisakkarit fraksiyonunun in vivo asamada kullanilmasina karar verilmistir.

Calismada kullanilan makrofungus ve kontrol gruplarinin test mikroorganizmasi
olarak kullanilan bakteri tiirlerinin (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus ve
Escherichia coli’ nin in vitro tiremesi tizerine etkisine iligskin veriler sirasi ile Cizelge 4.11,
412 ve 4.13’de sunulmustur. Verilerin istatistiksel analizinde tig¢-yonlii varyans
analizinden yararlanilmistir. Bu yaklagim kullanilarak, deney gruplar arasindaki anlamh
farkliliklarin  belirlenmesinde, kullanilan dozlar (% 2,1,0.5 ve 0.25) ve inkiibasyon
strelerinden (8, 24,48 saat) kaynaklanan farkliliklar kontrol altina alinmistir. Boylece her
bakterinin iiremesini arttiran ya da azaltan makrofunguslarin belirlenmesi ve kontrol

gruplari ile istatistiksel olarak karsilastirilmasi hedeflenmistir.
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Cizelge 4.11. Deney ve kontrol gruplarinin Lactobacillus plantarum bakterisinin tiremesi
tzerine etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Deney Grubu

RNU

Agaricus bisporus (B)

55,86 + 11,85 ad

Agaricus bisporus (K)

24,48 £17,92 b

Boletus edulis

46,39 +17,84 c

Cantharellus cibarius 58,47 + 12,36 d
Ganoderma lucidum 12,70+ 959 ¢
Pleurotus ostreatus 59,24 + 11,38 d

Trametes versicolor

50,41 + 16,23 ac

Glukoz (Negatif kontrol)

53,61 + 13,10 ad

Inulin (Pozitif kontrol)

71,43+ 1311 f

* Ayni harflerin kullanimy, istatistiksel anlamda benzerligi ifade etmektedir.

Cizelge 4.12. Deney ve kontrol gruplarinin Lactobacillus acidophilus bakterisinin Gremesi
tzerine etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Deney Grubu RNU

Agaricus bisporus (B) 40,99 + 14,82 a
Agaricus bisporus (K) 14,52 £ 18,36 b
Boletus edulis 31,34 +11,05¢
Cantharellus cibarius 44,04 + 8,30 ad
Ganoderma lucidum 11,52 £ 14,60 b
Pleurotus ostreatus 53,11+16,01e
Trametes versicolor 34,67+8,98 ¢
Glukoz (Negatif kontrol) 60,47 £ 9,97 f
Inulin (Pozitif kontrol) 48,37 + 7,02 de

* Ayni harflerin kullanimu, istatistiksel anlamda benzerligi ifade etmektedir.
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Cizelge 4.13. Deney ve kontrol gruplarmin Escherichia coli bakterisinin Gremesi uzerine
etkisi (Ortalama (RNU / 1000) + Standart Sapma)

Deney Grubu RNU
Agaricus bisporus (B) 26,80 £ 19,69 ac
Agaricus bisporus (K) 20,68 £ 16.09 a
Boletus edulis 50,14 + 16,84 bd
Cantharellus cibarius 31,17+20,61c
Ganoderma lucidum 6,47 £7,38¢e
Pleurotus ostreatus 67,29+ 1261 f
Trametes versicolor 48,57 + 13,03 b
Glukoz (Negatif kontrol) 59,74 + 13,62 df
Inulin (Pozitif kontrol) 67,05+9,86f

* Ayni harflerin kullanimu, istatistiksel anlamda benzerligi ifade etmektedir.

Lactobacillus plantarum bakterisinin verileri incelendiginde, bakterinin {iremesini
pozitif kontrol olarak kullanilan inulin kadar arttiran bir mantar belirlenememistir. Higbir
makrofungus polisakkariti ile elde edilen RNU degeri, inulin ile istatistiksel bir benzerlik
gostermemistir. Ancak Agaricus bisporus (Beyaz form), Cantharellus cibarius ve
Pleurotus ostreatus tlrlerinden elde edilen polisakkaritlerin negatif kontrol olarak
kullanilan glukozdan daha yiiksek bir tireme degeri sunmasi dikkat ¢ekici ve Umit verici bir
bulgu olarak degerlendirilmistir. Lactobacillus acidophilus bakterisinin (remesi ise
Cantharellus cibarius ve Pleurotus ostreatus polisakkaritleri tarafindan inulin kadar
arttirilabilmistir. Diger taraftan iiremesinin azaltilmasi beklenen bir bakteri olan
Escherichia coli bakterisinin en diisiik tireme degerleri sirast ile Ganoderma lucidum,
Agaricus bisporus (Kestane formu), Agaricus bisporus (Beyaz form), ve Cantharellus

cibarius tiirlerinden elde edilen polisakkaritler ile elde edilmistir.

Elde edilen tiim verilerin birlikte degerlendirilmesi ile Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus acidophilus bakterilerinin tiremesini arttiran ve Escherichia coli bakterisinin
Uremesini azaltan bir mantar olarak Cantharellus cibarius tiirii dikkat ¢ekmektedir. Ayrica
bu mantarin prebiyotik aktivitesine iligkin herhangi bir ¢alisma goze ¢arpmamaktadir. Bu
nedenlerle in vivo prebiyotik aktivite asamasinda arastirma materyali olarak Cantharellus

cibarius tiirii secilmistir.
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4.3. Secilen makrofungus polisakkaridinin in vivo prebiyotik aktivitesinin

arastirilmasi

4.3.1. Hayvanlara ait genel inceleme parametreleri

4.3.1.1. Biiyiime performanslari

Calisma boyunca tiim deney hayvanlarinda kullanilan sicanlarda herhangi bir 6liim
goriilmemistir. Mohd Din vd. (2012) tarafindan Onerilen formul ile hesaplanan spesifik
biiylime oranlart1 (SBO) Cizelge 4.14’de gosterilmistir. Bu formiilde siganlarin son
agirhiklarindan ilk agirliklar: ¢ikarilarak spresifik biiyiime orani hesaplanmistir. Calismada
kullanilan C. cibarius polisakkaritlerinin (CCP) sicanlarin spesifik biylime oranlarin

olumlu etkiledigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.14. Spesifik biiyiime oranlari

Spesifik Bityiime Oranlari

Deney Gruplarn
(SBO) (%)

Kontrol 2,95
Deney 3,42
Pozitif kontrol 2,52

Mohd Din vd. (2012) tatlisu ¢ipuralarmi belirli dozda bazi makrofunguslar ile
beslemisler ve spesifik biiylime oranini arastirmislardir. Deney gruplarinda % 1,0, 1.5 ve
2,0 oraninda mantar ile beslenen baliklarda spesifik biiylime orani (SBO) sirast ile % 1,74,

% 1,65 ve % 1,63 olarak belirlenmistir.

Mansur-ud-Din  Ahmad’in (2016) yaptigi bir calismada 28 giin boyunca
galaktooligosakkarit ile diyet uygulamasi yapilmis ve kontrol ile deney grubundaki
siganlarin viicut agirliginda istatistiksel bir fark bulunmamistir. Baska bir ¢alismada ise
Agaricus bisporus ile hindilere yapilan diyet uygulamasi sonucunda, hindilerin biiyiime
performansinda olumlu artis goriilmiistiir (Giannenes vd. 2010). Buna benzer ¢alismalar
fare, sigan, tavsan ve insanda yapilmis ve benzer sonuclara rastlanilmistir. Diger taraftan

domuzlara uygulanan Ganoderma lucidim diyetinde 4. hafta sonunda bulylme
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performansinda pozitif etki bulunmustur (Chen vd. 2008). Bagka bir ¢alismada mayalardan
ekstrakte edilen B-glukanin 250 mg/kg takviyesi ile domuzlarin biiylime performansinda

olumlu sonug elde edilmistir (Nevel vd., 2012).

4.3.1.2. Yem ve su tiikketim orani

Calismamizda 15 giin siiresince siganlarin yedigi yem miktar1 terazi ile tartilarak
Olclilmiistiir. Her {i¢ grupta da 1. giinden 15. giine kadar yakin miktarda yem tiiketimi

olmustur. Siganlarin yem tiikketimi Sekil 4.10’da gosterilmistir.

Yem tuketimi —4—Kontrol —#@—Deney Pozitif kontrol
300 -
250 - [ /;,
_ i 18
S 200 | /0 - T i
g 150 £ : T 1
R -
2 100 -
e
(5]
> 50 -
0 T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15

Zaman (gun)

Sekil 4.10. Sicanlarin yem tiiketim miktar1

Sicanlarin yem tiikketiminin yani sira su tiikketim orani da takip edilmistir. Yem
tiketimi ile benzer bir sonu¢ olarak su tiiketiminde de her ¢ grup icin 1. ve 15. glnler
arasinda ¢ok fazla bir oranda degisim oldugu goriilmemistir. Su tiiketim miktarlar1 Sekil

4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Siganlarin su tiiketim miktari

Toghyani vd. (2012) Pleurotus ostreatus’un 42 giin diyet sonucunda piliclerde
biiylime performansi, humoral bagisiklik ve kan parametreleri iizerine etkisini aragtirmistir.
Calismada viicut agirliginda istatistiki bir fark bulanamamistir. Ayni sekilde yemden

yararlanma agisindan da istatistiki bir fark tespit edilememistir.

Evrensel (2009) tarafindan broyler rasyonlarinda organik asit ve prebiyotik
kullanilmasimin yem tliketimi ve besi performansi Uizerine etkisinin arastirildigi ¢alismada

yem tuketimi ve yemden yararlanma oraninda istatistiki fark bulunmamustir.

Bayirbag (2007) yaptigi bir ¢alismada piliclerin yemine maya Kultlri
(Saccharomyces cerevisiae) ve prebiyotik (maltooligosakkarit) eklemis ve yem tiikketim
miktarina bakmustir. Ayrica canlilarin tiikettigi ortalama yem miktar1 ortalama canli
agirliklarina boliinerek yemden yararlanma oram tespit edilmistir. Bulgularinda istatistiki

anlamda bir farklilik goriilmemistir.

Tiim bu sonuclar ¢alismamiz ile benzer bulgular icermektedir. Ilave edilen

prebiyotik takviyesi yem ve su tiiketiminde herhangi bir belirgin fark yaratmamaistir.
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4.3.2. Mikrobiyolojik inceleme parametreleri

4.3.2.1. Barsagin ileum-cekum kisminda bakteri sayim

Farkli dozlarda Cantharellus cibarius polisakkaridi (CCP) ile beslenen siganlarin
bagirsak orneklerinde saptanan bakteri populasyonu sayimi Cizelge 4.12’de sunulmustur.
In vitro yapilan ¢alisma ile ayn1 sekilde pozitif kontrol grubu olarak inulin kullanilmistir.
Calismamizda CCP ile beslenen si¢anlarin bagirsak mikrobiyotasindaki yararli bakteri
gruplarinin sayisinin (Lactobacillus sp. ve Bifidobacterium sp.) pozitif ve negatif kontrol
gruplarina gore farkli oldugu goriilmiistiir. Yararli bakterilerin CCP takviyesi ile daha fazla
artis saglamis olmasi mikrobiyal biyota iizerinde CCP’nin prebiyotik bir etkisi oldugunu
ifade etmektedir. Aynmi zamanda CCP varliginda patojen bakteri grubu olan Clostridium
sp.’de en az artig goriilmesi de bu sonucu destekler niteliktedir. Bu nedenle CCP’nin 15
giin siirede prebiyotik aktivitede onemli diizeyde etkili oldugu sdylenebilir. Bacteroides
sp.’de CCP takviyesi ile kontrol gruplarina gore iireme azalmasi saglanamamis, fakat
yararli bakterilere oranla her grupta daha az miktarda gergeklesmistir. Bu nedenle
Bacteroides spp. Gremesinde (¢ deney grubunda da fark olmamistir. Sekil 4.12 - 4.15°de

secici besiyerlerinde bahsedilen bakteri cinslerinin koloni 6zellikleri sunulmustur.

Sekil. 4.12. Lactobacillus sp.’nin MRS besiyerinde koloni morfolojisi
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Sekil. 4.14. Bacteroides sp.’nin Bacteroides Bile Esculin Agar besiyerinde koloni
morfolojisi: a) Steril Bacteroides Bile Esculin Agar besiyeri, b) Bacteroides sp. varliginda
Bacteroides Bile Esculin Agar besiyeri
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Sekil. 4.15. Clostridium sp.’nin Reinforced Clostridial Agar besiyerinde koloni morfolojisi

Oyetayo ve Oyetayo (2005) Rattus norvegicus deney hayvanlarinda 28 giin
boyunca Pleurotus sajor-caju ve Lactobacillus fermentum OVL ile diyet uygulamasi
yaparak bagirsak florasinda prebiyotik etkisini arastirmislardir. Kontrol grubundaki
Lactobacillus sp. kob/g olarak deney grubuna gore daha az gelisim gostermistir. Kontrol
grubunda 0. giinde 6,87 kob/g, 28. glinde ise 6,81 kob/g iken; deney grubunda 0. giinde
6,90 kob/g olan bakteri floras1 28. giinde 7,32 kob/g olmustur. Ancak sonuglar farkli olsa
da istatistiksel bir fark goriilmemistir. Caligmamizda 15. giin sonunda negatif kontrolde
1,60 kob/ml ve pozitif kontrolde 1,58 kob/ml olan bakteri gelisimi deney grubumuzda 1,84
olarak bulunmustur. Yani ¢alismamizda da bu sonuca benzer olarak Lactobacillus spp.
sayisinda kontrol ve pozitif kontrol grubuna goére artis olmus ancak istatistiksel fark
olusmamustir (Cizelge 4.15). Bifidobacterium spp. ve Bacteroides spp. sayisinda da benzer
bir durum séz konusudur. Istatistiksel olarak farkin olustugu tek inceleme parametresi
Clostridium spp. sayisidir. CCP, bu cinse ait bakterilerin sayisinda istatistiksel olarak

anlaml bir azalmaya neden olmustur.
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Cizelge 4.15. Deney ve kontrol gruplarinda bakteri koloni sayis1 (Ortalama (kob/ml) +
Standart Sapma)

Deney Lactobacillus sp. | Bifidobacterium sp. Bacteroides sp. Clostridium sp.
Gruplar (Kob/mlx10%+std) (Kob/mlx10%+std) (Kob/mix10%+std) (Kob/mix10%std)
Kontrol 160+041a 553+1,01a 0,02+0,00a 0,09 £0,00 a
Deney 1,84+0,46 a 758+1,70a 0,03+0,00 a 0,03+0,00 b
Pozitif

1,58 +0,69 a 6,19+3,60 a 0,03+0,00 a 0,06 +0,00c
kontrol

* Ayni harflerin kullanimu, istatistiksel anlamda benzerligi ifade etmektedir.

Oyetayo ve Oyetayo (2005) yaptiklart ¢alismada zararli bakteri tiirii olarak E.
coli’yi segmislerdir. Kontrol grubunda bakteri sayis1 0. giinde 6,87 kob/g, 28. giinde 6,78
kob/g, deney grubunda ise 0. giunde 6,93 kob/g ve 28. ginde 6,44 kob/g olarak
bulunmustur. Az da olsa E. coli’nin azalis1 olumlu bir prebiyotik etki yaratmistir. Bu sonug
calismamiz ile benzer durumda olup deneysel verilerimizi destekler niteliktedir.
Calismamizda da Cizelge 4.12°de goriildigii gibi Bacteroides sp. ve Clostridium sp.’de
kob/ml cinsinden deney grubunda daha az bakteri gelisimi oldugu goriilmektedir.

Diger bircok makrofungus turi (Agaricus bisporus, Trametes versicolor,
Ganoderma lucidium, Pleurotus ostreatus-OVL) ile yapilan in vivo prebiyotik aktivite
caligmalar1 mevcuttur. Morishita vd. (2002) 7 hafta boyunca farelere prebiyotik kaynagi
olarak % 5 GOS (galaktooligosakkarit) ve Bifidobacterium vermistir. Deney sonucunda
farelerin bagirsak florasindaki bakteri gelisimi sirastyla kontrol ve deney grubunda E. coli
9,4 kob/g; 10,2 kob/g, Clostridium perfringens 8,9 kob/g; 5,3 kob/g, Bacteroides vulgatus
10,3 kob/g; 10,5 kob/g Lactobacillus salivarius 6,5 kob/g; 7,7 kob/g, Bifidobacterium
breve 7,5 kob/g; 10,2 kob/g olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore ¢aligmamizla benzer
olarak zararl bir bakteri olan Clostridium perfringens’te sayisal azalig ve yararli probiyotik
bakteriler olan Lactobacillus salivarius ile Bifidobacterium breve’de ise artis meydana

gelmistir.

Literatirde Cantharellus cibarius polisakkaridinin prebiyotik aktivitesi ile ilgili
yapilan in vitro ve in vivo bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Calismamiz bu anlamda ilk

olmasi nedeni ile de Onem tasimaktadir. Ancak bazi c¢alismalarda etil asetat, aseton,
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kloroform, ve etanol ekstrakti test edilmis ve bu ekstraktin bazi Gram (-) ve Gram (+)
bakterilere, mayalara ve aktinomisetlere karsi antimikrobiyal aktivitesi oldugu
bulunmustur (Muszynska vd., 2016). Cantharellus cibariusun su ile ekstraktina karsi
Staphylococcus aureus, E. coli ve Candida albicans’in duyarli oldugu bulunmustur. Ayrica
bu literattirde C. cibarius sporokarplarinin ekstraktlarinin insan tip A eritrositlerine yapisan
lektin (karbonhidratlara baglanan bir protein) i¢erdigi bildirilmistir (Muszynska vd., 2016).

Kozarski vd. (2015) Cantharellus cibarius’un metanolik ekstraktinin disk diftizyon
metodunu kullanarak antibakteriyal etkisini arastirmiglardir. Elde edilen metanol
ekstraktinin igeriginde glikozitler, fenoller, flavanoyitler, steroller, taninler ve terpenoyitler
gibi fitokimyasallara rastlanilmistir. Ayrica 30,4 mg g karbonhidrat, 9,3 mg g™* protein,
49,8 mg g* fenol, 42,9 mg g* flavonoyit, 1,0 mg g* askorbik asit, 194,5 mg g p-karoten
ve 112,2 mg g?! likopen igerigi tespit edilmistir. Bu bilesenlere sahip ekstrakt ile
antibakteriyel etki Gram pozitiflerden Staphylacoccus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus cereus ve Listeria monocytogenes bakterilerine karsi, Gram negatiflerden ise
Escherichia coli, Salmonella enteritidus Shigella sonnei ve Yersinia enterocolitica’ya karsi
test edilmistir. En fazla antimikrobiyal etki Enterococcus faecalis’e karsi olmustur.
Calismamiz ile benzer olarak kullanilan Escherichia coli (ATCC 25922) susuna kars1 ise
kontrol gruplarina gore ¢ok az bir antimikrobiyal etki tespit edilmistir. Bu da metanol
ekstrakti igeriginin elde ettigimiz polisakkarit fraksiyonuna karsi daha az antibakteriyel

etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Zavastin vd. (2016) Cantharellus cibarius’un etanolik ekstraktinin antimikrobiyal
ve antifungal etkisi arastirmislardir. Gram pozitif bakterilerden Sarcina lutea ve
Staphylacoccus aureus’a karsi, Gram negatiflerden ise Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa kullanilmistir. En iyi antimikrobiyal etki Gr (+)’lerden Sarcina lutea’ya karsi
olmustur. Gr (-)’lerden ise en iyi antimikrobiyal etki c¢alismamizda da kullanilan
Escherichia coli’nin ATCC 25922 susuna karsi ger¢eklesmistir. Bu sonug¢ ¢alismamizin
sonuglari ile benzer olup Cantharellus cibarius’un antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu
destekler niteliktedir.
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4.3.2.2. Prebiyotik indeksin hesaplanmasi

Prebiyotik indekste yararli bakterilerin artis1 olumlu, patojenlerin artis1 ise olumsuz
olarak degerlendirilmektedir. Yararli bakteri sayisindan patojenlerin sayisi ¢ikarilarak
indeks hesaplamas1 yapilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.16’da sunulmustur.
Prebiyotik indeksin yiiksek olmasi prebiyotik aktivitenin olumlu etkisi ile dogru orantilidir.
Calismamizda elde ettigimiz verilere gore en yiiksek prebiyotik indeks deney grubunda

goriilmiistiir. Bu sonu¢ da CCP’nin prebiyotik etkisinin oldugunu destekler niteliktedir.

Cizelge 4.16. Deney ve kontrol gruplarinin prebiyotik indeks degerleri

Deney Gruplarn  Prebiyotik indeks

Kontrol 2.01
Deney 9,39
Pozitif kontrol 7.74

Mandalari vd. (2007) bergamot oligosakkaritleri (BOS) ve fruktooligosakkaritlerin
(FOS) prebiyotik etkisini arastirmislardir. Calismada BOS fraksiyonlarinin en iyi
prebiyotik indeksi 6,90 ve FOS’un ise 6,12 oldugu bulunmustur. Bu sonug ¢alismamizdaki
deney ve pozitif kontrol prebiyotik indeksine yakin degerdedir.

Mandalari vd. (2008) yapmis olduklari bagka bir ¢alismada bademin prebiyotik
etkisini arastirmiglardir. Deney grubunda prebiyotik indeksi 6,36, pozitif kontrol grubu
olan fruktooligosakkaritte ise 3,49 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise bu deger
cok diisiik olup 2 civarinda oldugu belirtilmistir. Bu sonu¢ g¢alismamizdaki kontrol
grubunun prebiyotik indeks degeri ile hemen hemen aynidir. Bademe goére CCP’nin daha
fazla prebiyotik indeks degerine sahip olmasi prebiyotik etkisinin daha fazla oldugunu

destekler niteliktedir.
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4.3.3. Biyokimyasal inceleme

Cizelge 4.17°de sunulan verilere gore kan serumu parametreleri agisindan gruplar

arasinda istatistiksel anlamda fark gériilmemistir.

Cizelge 4.17. Deney ve kontrol gruplarinin biyokimyasal parametre degerleri (Ortalama +
Standart Sapma)

Total o
Deney gruplari HDL LDL Trigliserit pH
kolesterol
Kontrol 53,50+ 4,23ab | 54,07+870a | 698+0,79a | 54,07+870a |568+0,09a
Deney 56,50 +3,19a | 50,11+1427a | 7,43+142a | 50,11+ 1427a | 552+0,01 b
Pozitif kontrol | 5150+357b | 4343+1248a | 824+164a | 4343+1248a | 551+0,02b

* Ayni harflerin kullanimu, istatistiksel anlamda benzerligi ifade etmektedir.

Khatun vd. (2007) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada P. ostreatus mantari ile

yapilan prebiyotik takviyesinde kanda kolesterol seviyesi diisiik bulunmustur.

Bir baska caligmada bir prebiyotik c¢esidi olan maltooligosakkarit (MOS)
takviyesinde yararli bakteri grubu olan Lactobacillus spp. gelisiminde artis, trigliserit
oraninda ise diislis goriilmistiir (Van Loo vd., 2004). Bu bakteriler asetil koenzimA
karboksilaz aktivitesini diigiirerek lipid sentezini azaltirlar ve serumda trigliserit diisiisiine

neden olurlar (Toghyani vd., 2007).

Bu verilerden farkli olarak Kitooligosakkarit takviyesi ile beslenen piliclerin serum
orneklerinde total kolesterol ve LDL kolesterolde fazla bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir
(Zhou vd. 2009). Calismanin bulgulari, bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir. Yani
tim bu verilere gore c¢alismamizdaki total kolesterol, HDL, LDL, trigliserit ve pH
degerlerinde sayisal anlamda farklar goriilse de istatistiki olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir. O nedenle CCP’nin bu parametrelere etkisi oldugu sdylenemez.

4.3.4. Histolojik inceleme

Mast hiicrelerinin graniil tiirii dikkate alinmaksizin toluidin mavisi ile boyanarak

hazirlanmis olan mesenter doku preparatlarinda 151k mikroskobik incelemeler yapilarak
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genel ve daha genis gorilintii alanlarinda incelenmistir (Sekil 4.16 A). Daha detayli
mikroskobik incelemeler sonucunda graniile mast hiicreleri (Sekil 4.16 B) ve degraniile
mast hiicreleri (Sekil 4.16 C) ayirt edilebilmistir. Sadece standart pellet yem ile beslenen
negatif kontrol grubu hayvanlarinin mesenter dokularinda tespit edilmis olan mast
hiicreleri (Sekil 4.16 D) ile inulin takviyesi yapilarak beslenen pozitif kontrol grubu
hayvanlarda tespit edilen mast hiicrelerinin (Sekil 4.16 F) gorsel olarak buyuklikleri
benzer bulunurken, Cantharellus cibarius polisakkaridi (CCP) takviyesi yapilarak beslenen
deney grubuna ait hayvanlarin mesenterik mast hiicreleri (Sekil 4.16 E) ayni biiyiitme
oranlarinda incelenmis olmasma ragmen her iki kontrol grubuna gore daha kiigiik
boyutlarda gézlenmistir. Histolojik incelemelerde diger mast hiicre morfolojileri agisindan

gruplar arasinda gorsel farklilik tespit edilmemistir.

Toplam mast hiicre sayilari ile bunun iginde yer alan toplam degraniile mast hiicre
sayilarinin ortalama+standart sapma degerleri Cizelge 4.18’de gosterilmistir. Elde edilen
bu verilere gore, toplam mast hiicresi sayisi bakimindan kontrol gruplar1 rakamsal olarak
benzer bulunurken deney grubunda bu sayinin daha fazla oldugu bulunmustur. Ancak bu
rakamsal farklilik, istatistiksel anlamda her ii¢ grubun da toplam mast hiicre sayisi
bakimindan benzer oldugunu gostermistir. Toplam degaraniilize mast hiicre sayisi
bakimindan her nekadar pozitif kontrol grubunda diger gruplara gore rakamsal olarak artis

gbzlenmis olsa da istatistik olarak bir fark bulunmamustir.
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Sekil 4.16. Mesenter dokuda yayilim gosteren granile (—)) ve degranile ( 4) mast
hicrelerinin genel gérinimua (A); grantle mast hiicreleri (B); degrantile mast hicreleri
(C); negatif kontrol grubu (D); CCP deney grubu (E) ve pozitif deney grubu (F)
hayvanlarinin mesenter dokularinda tespit edilmis olan mast hiicreleri



Cizelge 4.18. Deney ve kontrol gruplarinin histolojik parametre

degerleri (Ortalama + Standart Sapma)

Toplam mast hiicre | Toplam degrantle
Deney Gruplar
sayisl mast hiicre sayisi
Kontrol 14,10 + 6,66 a 375+212a
Deney 21,36+ 11,954 2,81+265a
Pozitif kontrol 1502+4,26a 6,06 +4,16 a

69

* Ayni1 harflerin kullanimu, istatistiksel anlamda benzerligi ifade etmektedir.

Histolojik incelemelerden elde edilen bulgular degerlendirildiginde, 15 giinliik
deney siiresince CCP takviyesi yapilarak gerceklestirilen beslenme rejiminin, siganlarin
mesenterik mast hiicre sayilar1 ve bu hiicrelerin degraniile olmalar1 {izerinde etkili olmadig
sonucuna varilmistir. Bu sonug, yaptigimiz deney siiresi igcinde CCP’nin mast hicreleri

tizerinde herhangi bir patolojik olguya neden olmadigini1 gostermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda 6 farkli makrofungus tiirline ait 7 sustan polisakkarit eldesi
gergeklestirilmis ve bu polisakkaritlerin prebiyotik olarak kullanim potansiyeli in vitro ve
in vivo kosullarinda arastirilmistir. En yiiksek polisakkarit ekstraksiyon verimliliginin
Trametes versicolor tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. Verim agisindan bu makrofungus
tiriiniin zengin bir polisakkarit kaynagi oldugu anlasilmistir. En diisiik verim ise

Ganoderma lucidum’dan elde edilmistir.

In vitro ¢alismamizda L. plantarum, L. acidophilus ve E. coli glukoz ve inulin
varliginda etkin bi¢imde itiremis, % 0.25 oraninda kullanilan Cantharellus cibarius
polisakkaridi Lactobacillus plantarum tiremesini inulin kadar arttirmis, Lactobacillus
acidophilus tiremesini inulinden daha fazla arttirmistir. E. coli’de ise Cantharellus cibarius
polisakkaridi varhiginda tiim oranlarda glukoz ve inulinden daha az biiyiime
gerceklesmistir. Lactobacillus plantarum iiremesini % 0.25 oraninda Boletus edulis,
Pleurotus ostreatus ve Trametes versicolor’dan elde edilen polisakkaritler de glukoz ve
inulinden daha fazla veya inulinle yakin miktarda arttirmis, ancak Cantharellus cibarius
polisakkaridi kadar etkin olamamislardir. Lactobacillus acidophilus’un Gretilmesinde en
basarili mantar polisakkaridi yine % 0.25 oraninda Pleurotus ostreatus ve ikinci basarili
polisakkarit olarak Agaricus bisporus olmustur, Cantharellus cibarius polisakkaridi
iclincii olarak bunlar takip etmistir. Ancak Pleurotus ostreatus ve Agaricus bisporus
polisakkaritleri varliginda bir patojen olan E. coli de etkin bi¢imde {iiredigi igin

Cantharellus cibarius daha basarili bulunmustur.

Gergeklestirilen bu in  vitro c¢alisma sonucunda Cantharellus cibarius
polisakkaritlerinin prebiyotik aktivitesinin diger mantar tiirlerinden elde edilen
polisakkaritlere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. En ylksek prebiyotik aktiviteye
sahip oldugu bulunan bu makrofungus tiirii ile in vivo yapilan ¢aligmada da basarili sonug
elde edilmistir. Bu agidan Cantharellus cibarius tlrinin 6nemli bir prebiyotik kaynagi

olabilecegi degerlendirilmistir.
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Yaygin olarak tiiketilen Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Cantharellus
cibarius, Trametes vercicolor gibi makrofungus tiirleri ile prebiyotik etkiden yararlanilarak
bagisiklik sistemi giliclendirilebilir. Ayn1 zamanda antibiyotikler ile yararli bakteri
mikrobiyotasin1 6ldiirmek yerine prebiyotikler kullanilarak zararli bakterilerin gelisimi

sinirlandirilabilir.

“Unutulmus organ” olarak tanimlanan mikrobiyotanin insan saglhigi ve hastaliklar

uzerinde 6nemli etkileri vardir.

Insanlarda yapilan c¢aligmalarda viicut agirhg, viicut kompozisyonu, kanser
mekanizmasi, bagirsak mikrobiyotast ve immiin fonksiyonu {izerindeki etkilerin

anlasilmasina ihtiyag vardir.

Mantar tiiketicileri sadece prebiyotik etkiden degil ayrica makrofunguslarin
antikanser, antioksidan, antitiimor, antibakteriyel 6zelliklerinden de yararlanmis olacaktir.
Protein ve vitamin agisindan da zengin olan makrofunguslar verimli bir besinsel kaynak
olusturmaktadir. Ancak makrofunguslarin saglik {izerindeki etkisini anlamak igin ne kadar
ve ne siklikla makrofungus tiilketmek gerektiginin derinlemesine arastiriimasi
gerekmektedir. Sonraki aragtirmalarin bu ¢alisma ile prebiyotik aktivitesinin belirledigimiz

Cantharellus cibarius tlriine odaklanacagini umuyoruz.

Immun sistemi tesvik etmesi nedeniyle mantar polisakkaritleri bulagici hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilir. Dahas1 bu bilesenlerin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri
vardir. Polisakkaritler hiperglisemi ve hiperkolesterolemiyi diizene sokmak ve onlemek
icin kullanilir. Mantar polisakkaritlerinin bagisikligi harekete gegirici 6zellikleri mitojenik
aktivite, proliferasyonu (cogalma) arttirma ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin
maturayonunu (olgunlagsmasi) saglama etkisi vardir (Muszynska vd., 2016). Mantar B-
glukanlar1 cilt sagliginin tedavisinde ve kremlerde UV radyasyonundan cildi korumak igin
de kullanilmaktadir (Muszynska vd., 2016). B-glukanin daha 6nce de bahsedildigi lizere
prebiyotik 0Ozelliginin olmas1 diyabeti, hipertansiyonu, kan pihtilagmasin1 ve damar

tikanikligin1 6nleme etkisi mevcuttur (Muszynska vd., 2016).
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Bu calisma kapsaminda elde edilen veriler 1s1ginda gelecekte bagirsak

mikrobiyotasi iizerine yapilmasi umulan ¢aligmalar;

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)

Yararl1 bagirsak mikrobiyotasinin fonksiyonel bilesenlerinin analizi

Bagirsak mikrobiyotasinin genomik analizi

Mikrobiyal populasyonun patolojik iceriginin gastrointestinal sisteme etkisinin
nasil oldugu

Konuk¢u mikrobiyotanin immiin sistem {iizerine etkisini detaylandirma
Makrofunguslarin mikrobiyota dengesi ve saglik iizerine etkisini aragtirma
Mikrobiyomlarin ilag¢ toksisitesi ve farmakokinetik iizerine etkisini arastirma

Farkl1 diyet uygulamalarinin mikrobiyal komiiniteyi nasil etkiledigi

olarak siralanabilir.
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