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OZET

Padina pavonica EKSTRAKTININ ANTiFUNGAL ETKIiSININ
SAPTANMASI

Babacan U. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

Padina pavonica kahverengi algler familyasinin bir iiyesi olup, fitoksantinin baskinligindan
otiirii rengi koyu oldugundan kahverengi alg ailesine dahil edilmistir. Icerdigi vitamin,
mineral, amino asit ve lipitler agisindan birgok canli igin besin kaynagi olmaktadir. Diger
canlilar i¢in habitat saglamasi biyogesitlilik i¢in ayrica 6nem saglamaktadir. Gida basta olmak
tizere, kozmetik, yem sanayi ve ilag sanayisinde kullanilanilan Padina pavonica, yapilan
antimikrobiyal etkinlik ¢alismalarinda hem antibakteriyel hemde antifungal etkisinin oldugu
bildirilmigtir.

Son yillarda immiin sistemini baskilayan ilaglarin, antibiyotiklerin ve antifungallerin diizensiz
kullanim1 sonucu mantar enfeksiyonlarinda artis goriilmektedir. Giderek artan direng
problemi ve sinirli antifungaller sebebiyle yeni antifungal arastirmalarini hizlandirmaktadir.
Insanlarda patojen olan Candida albicans, Aspergillus fumigatus ve Trichophyton rubrum’ un
antifungal duyarlilik testleri yapilarak Amfoterisin B ve Flukanozol’e olan duyarliligini, elde
etmis oldugumuz 10 farkli 6ziitle in-vitro antimikotik etkileri karsilagtirarak giincel direng
problemlerine alternatif bir ¢ézlim tiretmektir.

Kullanilan ¢oziiciilerden en etkili olan di-etil eter, kurutma yontemlerinden etkilenmemis olup
Padina pavonica’dan elde edilen 6ziitlerinin hem Aspergillus fumigatus’a hemde Candida
albicans’a antifungal etkinligi bulunmustur. Diger bir ¢dziici olan hekzanin liyofilizasyon
yontemi ile kurutulan Padina pavonica’dan elde edilen 6ziitiiniin Trichophyton rubrum’a
etkili olan tek 6ziit olmustur. Ayrica hekzanin oda 1sisinda kurutma yontemi ile elde edilen
Padina pavonica oziitiiniin Candida albicans’a kars: etkinligi saptanmistir. Kullanilan diger
coziiciilerin aseton ve etanoliin oda 1si1sinda kurutma yontemi ile elde edilen Padina pavonica
oziitliniin Candida albicans’a kars1 etkinligi bulunmustur.

Bu ¢aligsmada sonug olarak Padina pavonica’nin antifungal etkinligi saptanmis olup alternatif

bir antifungal olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal, Padina pavonica, kahverengi, alg.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE ANTIFUNGAL EFFECT OF THE
EXTRACTION OF Padina Pavonica

Babacan U. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Microbiology
Graduate Program, Master Thesis, Aydin, 2017.

Padina pavonica is a member of the brown algae family and has been included in the brown
algae family since the color is dark due to the predominance of phytoxanthin. It is a source of
nutrients for many living things in terms of the vitamins, minerals, amino acids and lipids it
contains. For other living things, habitat maintenance also gives importance to biodiversity. It
is reported that Padina pavonica, which is used mainly in food, cosmetics, feed industry and
medicine industry, has antibacterial and antifungal effect in antimicrobial efficacy studies.

In recent years, there has been an increase in fungal infections after the irregular use of drugs,
antibiotics and antifungals also the immune system suppressors. It is accelerating new
antifungal investigations due to the increasing resistance problem and limited antifungals.
Antifungal susceptibility tests of Candida albicans, Aspergillus fumigatus and Trichophyton
rubrum, which are pathogenic in humans, are performed to produce an alternative solution to
the current resistance problems by comparing the susceptibility to amphotericin B and
Flukanozol which is the ortabined 10 Padina pavonica extract in vitro antimycotic effects.
The most effective di-ethyl ether was not affected by the drying methods, and the extracts
from Padina pavonica had antifungal activity against both Aspergillus fumigatus and Candida
albicans. In addition, efficacy against Candida albicans was found in Padina pavonica isolate
obtained by drying in room heat of hexane. The other solvents used were found to be effective
against Candida albicans, a Padina pavonica isolate obtained by drying in acetone and
ethanol at room temperature.

As a result of this study, it is thought that Padina pavonica has antifungal activity and may be

an alternative antifungal.

Keywords: Antifungal, Padina pavonica, brown, algea.



1. GIRIS

Padina pavonica kahverengi algler ailesine mensup olup, icerigindeki pigmentlerden
fikosantinin klorofile baskinligindan nedeniyle koyu renge sahiptir. Bundan dolay1 kahverengi
alg olarak isimlendirilir (Karamanoglu, 1977). Vitaminler, c¢esitli mineral maddeler,
aminoasitler ve proteinler yoniinden zengin olup; polisakkaritler, sterinler ve lipoitler igerdigi
bilinmektedir. Bir¢ok alanda (gida, kozmetik ve ilag sanayi) tercih edilmektedir. Ayrica
bromlu bilesiklerinin ve eterik yaglarinin antibakteriyel aktiviteleri belirlenmis olup; ayn1 aile
icerisinde bulunan bazi kahverengi alglerin ise farkli protein fraksiyonlarinin, antitiméral,
antikoagiilant, ve antiiilseratif etkinlikleri saptanmistir (Giiven ve ark, 1987; Aysel ve ark,
1992; Cetingiil ve ark, 1994; Haliki ve ark, 1998).

Son yillarda bagisiklik sistemini baskilayan ilaglarin ve antibiyotiklerin diizensiz ve
yaygin kullanimi1 sonucu mantar enfeksiyonlarinda artis goriilmektedir (Kog ve ark, 2000).
Deri  {izerinde meydana gelen mantar hastaliklarindan sik goriileni, yiizeyel mantar
enfeksiyonlaridir. En ¢ok karsimiza ¢ikan etkenler; dermatofitler, maya ve seyrek olarak da
saprofitik mantarlardir.

Dermatofitler; hayvanlarda, insanda veya toprakta bulunmalarma gore, zoofilik
antropofilik, ve jeofilik olarak siniflandirilir. Zoofilikler, antropofiliklere oranla daha siddetli
inflamasyona neden olurlar. Bu tiir enfeksiyonlarin baglica olanlari; Trichophyton,
Microsporum ve Epidermophyton’dur (Koélemen ve ark, 1994; Hainer ve Barry, 2003;
Weinstein ve Berman, 2002). Yiizeysel etkenlerde en ¢ok karsilasilan ise T.rubrum’ dur
(Aydin ve ark, 2001).

Dermatofitler keratinofiliktir. Derinin Stratum corneum tabakasina, kil ve tirnaklara
lokalize olarak, keratin bulunan dokularda enfeksiyona sebebiyet verirler. Herkesi hedef
alabilen bu defmatofitler, ortalama onda bir kisinin dmriiniin en az bir doneminde T.pedis
enfeksiyonu ile enfekte edildigi bilinmektedir. Atlet ayag: olarak da bilinen bu etkenin; deride
kasint1, kizariklik, pullanma ve soyulma gibi bulgularla kendi belli ederek, kisinin; giyim,
yasam tarz1 ve iklim kosullari ile de iliskili oldugu saptanmustir (Aydim ve ark, 2001). Insan
viicudunda normal flora elemani olan Candida tiirleri, saglikli insanlarin % 30 ila 50’sinde
gastrointestinal kanal ve agiz ayrica kadin bireylerin % 20 ile 30’unda genital kanal florasinda
hastalik yapmadan bulunurlar. Immun sistem eksikligi yasayan bireylerde mukoza, deri, i¢

organ ve sistemlerin aniden (akut) veya kronik enfeksiyonlarina sebebiyet verebilirler.



Enfeksiyonlar1 ¢ogu kez endojen kaynakli olup invazif olarak tanimlanir. Tanisi ve tedavisi
zor olup, her yasta goriilebilen yiiksek mortaliteye sahip ciddi bir klinik tablodur. Yaklasik
olarak 200 civar1 Kandida tiiri mevcuttur. Hastalik olusturan kandidalar arasinda basta
Candida albicans gelmektedir (Tagbakan ve ark, 2009).

Tim diinya genelinde yaygin olan Aspergillus ise, ¢ok sayida tiirii olmasina karsin
insanlarda patojen olanlarin 6nde gelenleri Aspergillus fumigatus ve Aspergillus flavus’ dur
(Ayberkin ve ark, 2009). Insanlarda enfeksiyona en yiiksek olarak %90 oranla Aspergillus
fumigatus, invazif tiirdekilerde %10 oran ile Aspergillus flavus ardindan % 2 ile Aspergillus
terreus ve Aspergillus niger ‘dir (Kontoyiannis ve Bodey, 2002; Blum ve Wiedermann, 2004;
Hajjeh ve Warnock, 2003). Aspergillozla tedavide neden olan mantarin tiir olarak
tanimlanmasiyla Dbirlikte antifungal duyarlilik testleri ile desteklenmelidir (Hajjeh ve
Warnock, 2003).

Bu calismada Padina pavonica isimli kahverengi algin, elde edilen 5 farkli 6ziitiniin

antifungal etkisinin olup olmadig1 arastirilacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Padina pavonica

Kral Shen Nung milattan 6nce 2700’1i yillarda algleri kullanan ilk Kisi oldugu tahmin
edilmektedir (Hoppe ve ark, 1979). Yosunlarin ila¢ olarak kullanimi Yunanli Dioscorides
tarafindan uygulanmis olup, Roma imparatorlugunda Heros ile Virjil ise renk elde ederek
kozmetik tiriinler elde etmistir (Sukatar ve Senkardesler, 2001).

Padina pavonica, Atlantik okyanusu ve Akdeniz’de yaygmn olarak goriilen bir
kahverengi algdir. ilk kez 1753 yilinda Carl Linnaeus tarafindan Padina pavonia
tamimlanmistir. Padina pavonia ve Padina pavonica isimleri sinonim olup, aymi tiiri
nitelendirmektedir. Tavuskusu kuyrugu olarak da bilinmektedir. (Dickinson 1963).

Calismamizda Padina pavonica olarak isimlendirecegiz.

2.1.1. Padina pavonica’nin Genel Ozellikleri

Atmosferdeki oksijenin yaklasik olarak % 70-90" alglerin yaptig1 fotosentez sayesinde
karsilanir. Hayatin temel elementlerinden biri ve en Onemlisi olan oksijen iireten canli
fabrikalardir (Giiner ve Aysel, 1999). Baslica fotosentetik iiretici olarak tanimlanan algler,
tath sularda ve denizlerde inorganik maddelerden herbivor canlilarin kullandigi organik
madde tiretmeleri nedeniyle besin zincirinin ilk halkasini olustururlar. Organik madde ve
havada bulunan oksijenin 6nemli bir boliimiinii iireten yosunlar, diinyadaki primer iretimin
yaklasik olarak % 30 ile 50 kadarimmi meydana getirirler. Bununla birlikte mavi yesil
yosunlarin atmosferdeki serberst azotu kullanarak, diger canlilarin kullanacagi sekle
doniistiirmeleri sebebiyle sucul canlilar i¢in habitat olustururlar (Gliner ve Aysel, 1999).
Denizin 35 metre derinliklerde kayalik alanlara kok sistemi ile tutunup yasamaktadirlar.
Kahverengi alglerin biitiin tiirleri ¢ok hiicrelidir. Bu siif 265 cins ve ortalama 1800-2000 tiirii
barmdirir (Taskin ve Oztiirk, 2005). Kayalik Genel olarak kayalikli sahillerde, hem soguk
hemde 1lik sularda yasayabilirler. Tropikal alanlarda barinan kahverengi yosunlarin baskinligi
azdir. Cogunlugu soguk tuzlu su tiirleri olup, Kuzey Pasifik (Nereocystis, Macrocystis) ve
Kuzey Atlantik (Laminaria, Alaria) kiyilari boyunca yayilis gostermislerdir ( Kodalak, 2008 ).



2.1.2. Padina pavonica’nin Smiflandirilmasi

Kahverengi algler Phaeophyceae olarak isimlendirilmistir. Denizlerde ve tatli sularda
yasayan, talluslar1 (gévde) iplik veya serit seklinde olan alglerdir. Tasidigi fukoksantin
pigmentinden dolayr (kahverengi renk maddesi) klorofilden fazla oldugu icin renkleri

koyudur ve bu sebepten otiirii kahverengi algler olarak adlandirilirlar (Karamanoglu, 1977 ).

2.1.3. Padina pavonica’nin Kullanim Alanlari

Alglerden elde edilen polisakkaritlerin miktar1 alglerin tiiriine, biiyiime sartlarina ve
cevresel faktorlerle birlikte kuru agirliginin %10-65 arasinda olmaktadir. Hizli gelisen ve
diisiik maliyetlerle iiretilebilen algler birgok iilke ekonomisine katki saglamaktadir (Kodalak,
2008). Tuzlu su alglerinde ekonomik degeri olan onemli polisakkaritler bulunmaktadir.
Kahverengi alglerin hiicre ¢eperlerinde sodyum ya da kalsiyum tuzlari halinde bulunan aljinat
elde edilen en 6nemli polisakkaritlerdendir. Aljinat mineraller, vitaminler ve amino asitler
bakimindan olduk¢a zengin olup, genis bir kullanim alanma sahiptir. Kahverengi alglerde
bulunan diger bir madde olan laminarin ise alglerin stok karbonhidratlar1 olarak
bilinmektedir.En fazla bulunan polisakkaritlerden biri de %60 fukoz’dan olusan fukoksantin
maddesidir. Insanlarda diizenli tiiketimi sonucunda metabolizmadaki T hiicre sayisin
arttirarak immiin sistem giiglendirdigi bilinmektedir. Diger bir polisakkarit iriini de
mannitol’dur (Giiner ve Aysel, 1999). Hayvan yemi olarak, icerdigi fosfor ve potasyumdan
dolay1 giibre olarak, atiklarin artilmasinda (biyo absorbent), discilikte dis kalib1 olarak, ilag
sanayisinde ve tekstil, kozmetik, boya, kauguk sanayisinde kullanildigida bilinmektedir
(Coiffard ve Holtzhauer, 1991). Deniz terapisinde (Thallassoterapi) yeri olan kahverengi
alglerden biri olan Padina pavonica’nin insan sagligi ve giizelligi i¢in kullanildig1 tedavi
yontemidir. Thallassoterapi stres, dolasim bozukluklari ve depresyon gibi bir¢cok kronik
rahatsizliklara karsi tibbi olarak kullanilmakla beraber o6zellikle romatizma ve eklem
agrilarina kars1 uygulanan cok etkili tedavi yontemidir (Donadieu ve Basire, 1985; Boisvert,
1988; Coiffard ve Holtzhauer, 1991; McHugh, 2003).



2.1.4. Padina pavonica’dan Elde Edilen Maddeler

Antioksidanlar, metabolizmada zararli olarak bulunan serbest radikaller ile miicadelede
onemli yer tutar. E ve C vitamini, bioflavonoidler fukoidan, retinoidler, ve karotenoidler tarim
iriinlerinde ve yosunlarda bulunabilen antioksidan bilesiklerdir. Bilinen  6nemli
antioksidanlardan biri olan karotenoidler, bir¢ok bitkide, algde ve fotosentez yapabilen
bakterilerde bulunan, dogal ¢oziinebilen yag pigmentleridir. Agar jelleri, parfiimlii roll-on,
giines kremleri ve ¢inko oksit veya penisilin igeren dermatolojik kremler gibi ¢esitli iirtinlerde
de kullanilmaktadir (Turan, 2004). Aljinik asit ve tiirevleri cilt lizerine siiriilerek kullanildig:
gibi oral yolla da almabilirler. Dermatolojik olarak kullanilan sarginin ham maddesini
olustururlar (Akbaba, 2003).

2.2. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Ciplak gozle goriilebilen mantarlar (makro mantarlar), kiifler, mayalar ve ayrica
mantarlara benzeyen mikroorganizmari inceleyen bilim dali mikoloji olarak isimlendirilir.
Dogada yaklasik olarak 250,000 kadar farkl: tiir mantar litaratiire dahil olup, bunlarin i¢inden
ortalama 150 tiir kadari, hayvanlar ve insanlar igin hastalik meydana getirebilirler. Tanilar
genellikle dis goriiniislerine gore olmaktadir. Siniflandirmasinin ve yapilarinin tesbit
eldilmesi, hastalik yapan 6rneklerden soyutlaranak taninmasini hizlandiracaktir (Mutlu ve ark,
1999). Okaryotik organizmalar ve mikroorganizmalar olarak bilinen mantarlar canlilar
arasinda besinci alemini meydana getiriler. Bakterilerden, bitkilerden ve hayvanlardan belirli
ozellikler ile ayrilan mantarlarin, klinik olarakta bazi 6zellikler taninmasini kolaylastirir.
Klorofil igermeyerek eseyli yada eseysiz iireyebilirler. Hiicre duvarinda kitin mannan ve
estergerol gibi yapilar mevcuttur. Bu tiir enfeksiyonlarin sagaltiminda kullanilan ilaglar,
organizmada bulunan diger Okaryot hiicrelerede toksik etkide bulunabilirler. Mantarlarin
yasam siiregleri ve ekolojisi sporlarin ¢evreye yayilmasi ile saglanirken, diger tiim canlilarda
muhtemel olarak enfeksiyon yaratmalar1 yine bu sporlarin inokiilasyonu yada solunumuyla
saglanir. Yapilarina gore iki grupta ele alinirlar. Kiif ve maya olarak isimlendirilirler. Klinik
olarak tanimlanmalar1 i¢in basta gelen ilk islem mantar sporlarinin incelenmesidir. Bununla
beraber kiiflerin filamentoz yapilar1 tanida onemli rol oynar. Cogu maya ise filament

olusturmaz (Mutlu ve ark, 1999).



Mantarlarin bazilari dogada kiif, memeli viicut sicakliginda (yaklasitk 37°C) maya
formuna gecebilirler. Sicaklik etkisi ile yapisinda degisiklik yapabilen bu tiirlere dimorfik
mantarlar olarak isimlendirilirler. Maya, kiif ve dimorfik mantarlarin genel o6zellikleri

birbirlerinden farklilik géstermektedir.

2.2.1. Kiifler

Hif olarak isimlendirilen temel yap: birimileri, bir araya gelerek misel olustururlar.
Besiyerinde goriilen haline ise koloni denir. Mikroskop ile incelendiginde birbirlerine paralel
olan hifler , baz1 kiiflerde ise enine olabilir. Enine olarak yerlesen hiflerin bolmeleri septum
olarak isimlendirilir. Septumlu yada septumsuz sekilde de tanimlabilirler. Hiflerde birden
fazla ¢ekirdekte bulunabilir. Hiflerin bélmesiz olanlarinda protoplazma hif i¢erisinde dolagim
halindeyken, bélmeli hiflerde ise protoplazma septumlarda bulunan porlar ile saglanir (Mutlu

ve ark, 1999; Blum ve Wiedermann, 2004).

2.2.1.1. Aspergillus fumigatus

Insanlardaki enfeksiyonlarm %90’ndan fazlasindan Aspergillus fumigatus sorumludur.
Bu tiirlerin 6zellike immun sisteminde problem olan hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden
olur. Immun supresér ilaglarin ve antifungal ilaglarin gelisigiizel olarak kullanimi, Aspergillus
tirlerini 6nemli bir tiir haline getirmektedir. Ortalama 900 kadar tiirii mevcuttur. Pash
metallerde yaygin olarak bulunan c¢iiriik¢iil (saprofit) mantar familyasidir. Yapilar1 sadece kiif
seklinde olup dallanan septali (boliimlii) hifleri ve V seklinde dallanarak sadece bu
Aspergillus’a 6zgiidiir. Bu hiflerden ayrilan tiibiiler yapilar (konidiofor) u¢ kisma dogru
genisler ve vezikiile benzeyen zarflar olusturur. Bu zarflarin igerisinde sporlar (konidia)
meydana getirilir. Hava yoluyla yayilan konidyasporlarin ¢aplari 2 ile 3 pm olup memelilerin
alt solunum yollarina rahatlikla girebilir. Besiyerinde olusan koloni renkleri gri, mavi yesil ve
yesil olup, konidia ve konidioforlarin mikroskopisi ile de farkl tiirler ayirt edilir (Blum ve
Wiedermann, 2004; Hajjeh ve Warnock, 2003).

Her yerde bulunabilen Aspergillus cinsi konagin defans sistemini asabilen birden fazla
viriilans faktérleri bulundurur. Immun sistem diisiikliigii olan hastalarda yasamlarm tehdit

edici bir mikozdur. Kanser hastaligi olan veya kemikiligi transplantasyonu yapilmis
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hastalarda baglica 6liim sebebidir. Aspergilloza karsi tedavinin basarili olabilmesi igin erken
tani, tiir diizeyinde tani, ve patagonezin izlenmesi gerekir. Bunlarla beraber antifungal
duyarhilik testleri ile direng¢ riskinin azaltilmasi ve daha {istiin antifungaller gelistirilmesi

yararli olacaktir (Kantarcioglu ve ark, 2003).

2.2.2. Mayalar

Tek hiicreli olan mayalar tomurcuklanarak yada bdliinerek iirerler. 2 ile 20 um gaplar1 2
ila 50 um arasinda da boylar1 degismektedir. Mayanin bir yada birden fazla bolgesinden
tomurcuklanma meydana gelen yavru hiicre, ana hiicreden ayrilir ve yeni hiicre olugsmus olur.
Maya hiicrelerinin yeni olusan formlarina blastokonidiyum adi verilir. Maya hiicreleri hem
ikiye boliinerek hem de tomurcuklanarak iirebilir. Bu tiir hiicrelere artrokonidiyum denir
(Akan, 1993).

2.2.2.1. Candida albicans

Cryptococcaceae ailesine mensup olup yaklasik olarak 30 kadar tiirii bilinmektedir.
Bitkilerden, topraktan ve insandan izole edilip, ¢ogaltilabilir. Kandida tiirleri iki fazda iireyip,
gelisirler. Maya formunda tek hiicreli olup bu faza Y (saprofit , yeast phase) fazi denir. Konak
igerisinde tomurcuklanma ile blastospor olusturup ¢ogalirlar. Konak dokuyla iletisim haline
gectikten kisa bir siire sonra yalanci miselyumlar (pseudomiselyum), olusturarak patojen
fazina gecer. Bu faza M faz1 (Miselyum fazi , Hifli faz), ismi verilir. Genel olarak antifungal
icermeyen her tiirlii besiyerinde ¢ogalabilirler. Ancak kolay ve hizli olarak dekstrozlu agarda,
misir unu igeren agarda, patates dekstrozlu agarda iirerler. 37 °C’de 1-3 giin igerisinde gelisir.
Candida albicans’in olusturdugu koloniler; nemli, S koloni sekli, krem beyaz renkli,
yumusaktir. Besiyerinde iiremis olan kolonilerin gram boyama teknigi ile boyandiktan sonra
gram pozitif boyanarak yaklagik olarak 3-4 pm capinda yuvarlak maya hiicreleri goziikiir
(Akan, 1993). Meydana getirdigi hastaliklara kandidiyaz, kandidiyoz yada monilyaz denir.
Tedavi amacl kullanilan antifungal ve / veya antibiyotik kullanimlarinin yayginlagsmasi ve
gereksiz olarak kullanimlari, kandidiyoz enfeksiyonlarmin diren¢ probleminin olusmasina
sebep olmaktadir. Giderek artan diren¢ problemi nedeniyle yeni antifungallerin bulunmasi

tedavi acisindan umut olmaktadir (Cikman ve ark, 2014).



2.2.3. Dimorfik mantarlar

Bu tiirler konak disinda, dogal ortaminda ve besiyerlerinde kiif, hiicre i¢inde ve
yaklasik 34-37 °C’de maya formuna gecerler. Kiif yapisindan maya hale gegmesi, 1s1, ortamda
bulunan sekerler ve organik bir nitrat kaynaginin bulunmasina bagli olarak etkilenir. Mayanin

kiife, kiifiin mayaya doniistimiine termal dimorfizm denir (Mutlu ve ark, 1999).

2.2.4. Dermatofitler

En fazla gozlenen deri {iizerindeki enfeksiyonlara ‘dermatofit enfeksiyonu’dur.
Ulkemizde yaygin goriilen hastaliklarin basinda gelir. Bu tiir mantarlar da kiif olarak bilinir ve
dokulardaki keratini besin olarak tiiketirler. Keratinin bol oldugu dokularda tirnak, epidermis
ve kil ‘da lokalize olup hastalik yaparlar. Genel olarak Microsporum, Epidermophyton ve
Trichophyton etkendir. Bu tiir hastaliklarda kaynak insan ise Antropofilik, hayvan ise
zoofilik, toprak ise jeofiliktir (Rippon, 1988).

2.2.4.1 Trichophyton rubrum

Antropofilik olan bu dermatofit, atlet ayagi olarak bilinen tinea pedis, kasik kasintisi
olarak bilinen ( Jock itch) tinea cruris, deri iizerinde yuvarlak hale olarak gozlenen tinea
corpis, onkomikoz olarak bilinen tinea unguium ve sa¢ ve kafa derisinide enfekte edebilir.
Toplumda siklikla goriilen dermatofitoz, %20 oraninda kronik, erkeklerin yaklasik %901
hayatlarmin bir boliimiinde en az bir defa enfekte olurlar. Tedavisinde topikal ve sistemik
antifungaller etkilidir ancak tekrarlayan enfeksiyonlar ve direng probleminin olusmasi yeni
antifungal ilaclarin 6nemini giderek arttirmaktadir (Rippon, 1988; Tiimbay 2002; McGinnis
ve Rinaldi 1996).

2.3. Antifungallerin Genel Ozellikleri

Bir oral Candida albicans enfeksiyonu belirtisi olan pamukguk 1665'lerde dldiiriicii bir

hastalik olarak kaydedilmisti. 1835'te Bassi de Lodi, Muscardine'nin yani ipek bdceklerinin
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hastalik etkeninin bir mantar oldugunu, bdcegin i¢inde ve viicut yiizeyinde {iredigini
bildirmistir. Bassi ipekbdcegindeki hastaligin etkeninin patogenezi iizerindeki ¢aligmalan ile
parazit enfeksiyonu kavraminin kurucusu olarak kabul edilmistir. Boylece bilimsel olarak
hastalik etkeni kabul edilen ilk mantar olarak tarihe ge¢mistir. Penicillium griseola"nin bir
metabolik yan iriinii olan griseofulvin ilk kez 1939'da izole edilmistir ancak antifungal
aktivitesi 1958'de kesfedilebilmistir (Donadieu ve Basire, 1985).

Azol antifungal ilaglar 1969'a kadar klinik kullanima girememislerdir. Antibakteriyel
ilaglarla karsilastinldiginda, antifungal kemoterapi ¢ok yavas gelismistir. Giliniimiizde sikca
kullanilan Antifungal ajanlar; niikleik asit baskilayicilari, mantar hiicre duvarmna
parcalayicilari, mantar sterollerini bozan ajanlar ve mantarlarin mitoz boliinmesini engelleyen
bilesiklerle farkli sekillerde etki goOsterirler. Mantarlarin hiicre duvarinda bulunan diger bir
sterol ise ergosteroldiir. Bu sterole etkili ajanlar; Poliyenler grubuna dahil olan Amfoterisin B,
Primarisin ve nistatindir. Azol grubunda ergosterole etkili ajanlar ise imidazol ve triazol
gruplart olarak tanimlanabilir. Alilaminlerde terbinafin ve naftifin siklikla kullanilmaktadir.

Son olarak Morfolinlerde amorolfin sinifi ergestrole kars1 bir alternatif olarak kullanilir

(Kiigiikkurt ve Fidan, 2008).

2.4.Coziiciiler

Herhangi bir katinin sivi veya gaz icinde ¢oziinebilen maddenin ¢oziilerek ¢ozelti
meydana getiren gaz yada sivi maddedir. Genel olarak ve memeli organizmalar i¢in en iyi
¢oziicti sudur. Sudan bagska kullanilan diger ¢oziiciiler ise karbon muhteva eden (organik)
kimyasallardir. Bu ¢dziiciiler organik ¢oziicli olarak bilinir ve kaynama noktalar1 diisiik olup
cabuk buharlagirlar. Cozilicii saflastirma yontemi ile (evaporasyon) c¢oziicii ortamdan
buharlasarak uzaklasirken arkasinda ¢6ziinen maddeyi birakir. Coziiciiler genellikle berrak ve
renksiz sivilar olup ve ¢ogu kendine has bir kokusu ile bilinir (Constable ve ark, 2007;
Cowan, 1999). Yaptigimiz g¢alismada kullandigimiz ¢6ziiciiler; hekzan, aseton, metanol,

etanol ve di-etil eter olmak {izere 5 ¢esittir.



2.4.1. Hekzan

Diiz zincirli bir alkan olan hekzan C6H14 kapali formiilii ile bilinir. Kaynama sicakligi
68 °C’dir. Genel olarak laboratuvarlarda yag ¢6ziicli, sanayide ise organik ¢oziicii olarak
kullanilir. Sagliga zararli oldugu i¢in heptanin tiirevi kullanilmaktadir. Caligmamizda
kullanim amacimiz Padina pavonica’dan yag asitlerini ortaya ¢ikartmaktir ( Pérez ve ark
2016; Cowan, 1999).

2.4.2. Aseton

Aseton, ketonlar sinifinin ilk iiyesi, dimetil keton olarak adlandirilir. Kapali formulii
C3H60 olup, kaynama noktas1 56 °C'dir. Calismamizda kullanim amacimiz Padina pavonica
dan fenolik madde olan flavonoidlerin ( Bir ¢esit antioksidan) eldesidir (Pérez ve ark 2016;
Cowan, 1999).

2.4.3. Metanol

En basit yapili alkol olup CH3OH kapali formiiliine sahiptir. Kaynama noktasi 64,7 °C
olup deneyimizde birgok etken maddenin ortaya g¢ikmasinda rol oynar. Antosiyaninler,
bitkilerde bulunan ¢igeklerin yapraklarinda (petal) kirmizi, mavi, ya da mor renklerinden
sorumludur. Suda ¢oziindiiglinde glikozit ortaya ¢ikar ve bazi bilesiklerinde seker bulundugu
gibi hi¢ sekerde ihtiva etmeyebilirler. Terpenoidler ¢cogu bitki ve gigekteki esans yaglarinin
baslica bilesikleridir. Saponinler, glikozit gruplarina aittirler. Sogukkanli hayvanlarda zehirli
etki gosterirler ayrica antifungal ve antibiyotik etkiye sahiptirler (Kiigtikkurt ve Fidan, 2008).
Taninler, yada tanenler, tannik asit tipta damarlar1 ve mukozay1 biiziicii etkilerinden dolay1
bademcik, faranjit, hemoroid ve bazi deri hastaliklarinin ilag bilesimine girer. Totarol,
antioksidan ve antibakteriyel 6zellige sahip bir ¢esit yag asididir. Laktonlar, herhangi bir
molekiilde bulunan karboksil grubu ve hidroksil grubunun kendi i¢inde olusan tepkimesiyle
ortaya ¢ikan halkali yap1 ester olarak isimlendirilmis olup C vitamini, parfiim bilesenlerine
dahil olup eritromisin ve karbomisin antibiyotikleri ticari agidan 6nemlidirler. Fenonlar ve
polifenoller, genel olarak molekiillerde birden fazla fenol igeren bilesiklerin genel adi.

Bitkilerin renk pigmentleri olarakta gorev yapmaktadirlar (Pérez ve ark 2016; Cowan, 1999).
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2.4.4. Etanol

Alkol iceren igeceklerin ham maddesini olusturan renksiz ve kolay alev alabilen,
kimyasal formiili C2H5OH olarak ifade edilen, kaynama noktas1 78.4 °C’olan kimyasal bir
bilesiktir. Metanolden farkli olarak ¢ozdiigii metabolitler ise; Steroller, bilesenlerinde yag
(lipit) muhteva eden kristali alkollerdir. Dogada yag asitleri ile birlesik halde bulunurlar.
Ayrica bitkilerde bulunan bazi sterollerin memeliler tizerinde antienflamatuvar etkisi
bilinmektedir. Alkaloidler , fotosentetik birincil treticiler tarafindan tiretilen kimyasal olarak
amin grubuna dahil olan bilesiklerdir. Mantarlar ve hayvanlarin bir kismida bu bilesikleri
tiretebilir. Memeliler lizerinde en etkili 6zellikleri bagimlilik olarak bilinir. Sikga bilinen

alkaloidlere 6rnek ise; nikotin, kinin ve morfindir (Pérez ve ark 2016; Cowan, 1999).

2.4.5. Di-etil eter

Genis kullanim alan1 olan bu bilesik, renksiz, berrak, ugucu ve ¢abuk alev alabilen
olarak tanimlanir. Agr kesicilerde dahil olmak tizere cogu motorlarin ateslemede kullanilir.
Memeliler tizerinde bayiltici etkisi olan bu bilesigin molekiil formulii (C2H5)20 olan
kaynama noktasi oldukga diisiik 34,6 °C oldugu bilinmektedir (Pérez ve ark 2016; Cowan,
1999). Kumarin , karakteristik kokusu vanilya gibi olan fitokimyasaldir. Genel olarak
bitkilerde bulunur. Baslica kullanilan alan ise kan pihtilagsmasini azaltici ilaglarin yapiminda

kullanilan organik bilesik ve yag asitleri‘dir.

Tablo 1. Coziiciilerin ¢ozdiigi maddeler ve kaynama noktalart (Cowan, 1999).

COZUCULER KAYNAMA COZDUGU MADDELER
NOKTASI
Di-etil eter (% 99) 34,6 °C Alkaloidler, terpenoidler, kumarinler, yag asitleri
Aseton (% 99) 56 °C Flavonoller
Metanol (% 95) 64,7 °C Antosiyaninler, terpenoidler, saponinler, tanenler,

ksantoksilenler, totarol, kuassinoidler, laktanlar,
flavonoidler, fenonlar, polifenoller

Hekzan (% 95) 68 °C Terpenoidler, flavonoller

Etanol (%96) 78,3 °C Alkaloidler, terpenoidler, flavonoller,
poliasetilenler, polifenoller, tanenler, steroller
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2.5. Ekstraksiyon

Herhangi bir sivi-sivi karsimi yada kati-sivi karisimin igerisinde bulunan organik
maddeyi ortaya ¢ikaran, ¢oziicii ile karigsmayarak c¢esitli yontemlerle birbirlerinden ayirarak
elde ettigimiz maddelerin biitiinii olarak tanimlanabilir. Cok sayida ayirstirma ve saflagtirma
yontemi mevcuttur. Bir ayirma yontemi olarak kullanilan bu ydntemin basarili olabilmesi
secgilen ¢Oziicliniin uygun olup olmadigina baghdir. Sik olarak kullanilan ¢6zgenlerlerin

basinda; toluen, hekzan, metanol, etanol ve benzen gelir. (Pérez ve ark 2016, Cowan, 1999).

2.6. Evaporasyon

Buharlastirici yada vakumlu kaynatma kazani olarak bilinen evaporator cihazi, geri
sogutma sistemi bulunduran, ¢oziinen madde ile ¢dzeltinin ayristig1 bir yontemdir. Coziicliniin
kaynama sicakligina ayarlanan su banyosunun igerisinde bulunan ¢6ziicli ve ¢6ziinen maddeyi
iceren balon, belirli bir siire igerisinde ¢dziicliniin buharlasarak geri sogutma sisteminde tekrar
stvi faza donerek farkli bir balonda toplanir. Su banyosu igerisinde bulunan balon igerisinde
geride kalan kati veya sivi kisim elde etmek istedigimiz 6ziit kismini olusturur (Ertiirk ve ark,
2003; Holopainen ve ark, 1988).

2.7. Liyofilizasyon

Kati bir maddeden yada kati-sivi maddenin igerisinden tiim su emilerek, dondurulup
kurutulma islemine verilen isimdir. Liyofilizatére konunlan materyal daha Onceden
dondurulmus olmasi gerekmektedir. Daha sonra -40 yada -50 °C ‘ye kadar diigen liyofilizator
yavas yavas bu materyalin icerisinden suyu vakumlamaya baglar. Bu sekilde su materyalden
ayrilmig olur. Gergeklesen bu olayin ismi siiblimasyon olarak bilinir.Yapilan arastirmalar
liyofilize olduktan sonra elde edilen maddenin daha 6nceki formundan daha stabil oldugunu
bildirmektedir. Ayrica daha az yer kapladig1 i¢in muhafazasi daha kolay olmaktadir. Ozellikle
bu sekilde hazurlanan as1 ve benzeri maddeler etkinligini kaybetmeden uzun siireler boyunca

saklanabilir (Deepak ve ark, 2015).
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2.8. Antifungal Duyarhlik Testleri

Mantar enfeksiyonlarinin olugsmasinin ardindan kullanilan antifungaller, patojen olan
maya yada kiiflerde direng probleminide beraberinde getirmistir. Bu yiizden alternatif olarak
antifungal arayis hiz1 giderek artmaktadir. Antifungal duyarlilik testleri gelistirilmis olan yada
yeni gelistirilen ilaglarin invitro etkisini belirleyerek klinik olarak daha dogru tedavi igin
ongoriide bulumak maksadiyla kullanilir (Kog, 2012). Yapilan bu testlerin standardizasyonu
ve gelistirilmesinin amaciyla 1992’den bugiine eski adiyla NCCLS yeni adiyla CLSI
kurulmustur. Maya ve kiiflerde kullanilan standart metodlar1 yayinlarak, FDA tarafindan

degerlendirilip taninmistir (Demirpek, 2012; McGinnis ve Rinaldi, 1996; Pérez ve ark, 2016).

2.8.1. Antifungal Duyarlik Testi Icin Kullanilan Yéntemler

Antifungal yada antibakteriyel kullanilan ajanlarin belirli bir mikroorganizmaya karsi
in-vitro etkisini saglamak amaciyla yapilan testlerdir. Genel olarak iki metod kullanilarak
diliisyon (seyreltme) ve diflizyon (yayilma) yontemleri esas alinir.Diliisyon metodunda tiip
(makro ve mikro) ve agar diliisyon yontemleri kullanilirken, difiizyon testleri igerisinde disk
diftizyon (Kirby- Bauer), E Test yontemi ve kuyucuk difiizyon metodu yer alir. (Demirpek,
2012; Holder ve Boyce, 1994). Calismamizda kuyucuk difiizyon yontemi tercih edilmistir.

2.8.2. Kuyucuk Difiizyon Yoéntemi

Kuyucuk diflizyon yontemi, kolay uygulanabilen bir test yontemi olup, 6zellikle bitkisel
kokenli ilaclarin antimikrobiyal aktivitelerini arastirilmasinda ve sivi olarak besiyerine
inokiile edildigi i¢cin ucucu etken maddelerin stabilizasyonunu saglar. Genellikle Miiller
Hinton agar besiyerinde ¢esitli yontemlerle kuyucuklar agilarak, denenecek olan
mikroorganizmanin ekimi yapilir. Antimikrobiyal etkisi oldugu bilinen ya da antimikrobiyal
etkisi ispatlanmaya c¢alisan sivi (flakon) kuyucuk igine enjekte edilerek etiive kaldirilir. Zon
caplar1 Olgiilerek deney tamamlanir (Demirpek, 2012; Holder ve Boyce, 1994; Heggers ve
ark, 1987; Desta, 1993; Ryder ve ark, 1998; Teddonio ve ark 1990).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal Toplanmasi ve Oziitlerin Hazirlanmasi

Padina pavonica’ Aydin Akbiik kiy1 seridinde bulunan Sapli ada’dan (37°24'34.4"K
27°24'32.7"G) 07/10/2016 tarihinde toplandi ve hemen laboratuara getirilerek 6nce musluk
suyu sonra da %5’lik diisiik hipoklorit ile yikandi. Daha sonra da distile su ile yikanirken,
nekrotik kisimlar ve lizerindeki epifitler uzaklastirildi. Padina pavonica yas agirlig: ile
birlikte toplam 1275 gram olarak tartildi. Bu 6rnekler 630 gram olacak sekilde iki farkli gruba
ayrilarak ilk grup -80°C de 3 giin beklettikten sonra liyofilizatorle kurutma islemine baslandi
ve 5 giin siiren kurutma islemi sonrasi 267,12 gram kuru alg agirhiginda P.pavonica elde
edildi. ikinci grup ise 23-25 °C de 151k almayan odada kurumaya birakildi ve giin asir1 kontrol
edilerek alg altindaki kurutma kagitlar1 degistirildi. Oda 1sisinda 13 giin sonra algler tam

olarak kurutuldu ve kuru agirligi, 329,59 gram olarak belirlendi.

Resim 1: Liyofilizator cihazindan 6nce ve sonra Padina pavonica’nin goriiniisii.

Oda 1sisinda ve liyofilizasyon yontemi ile kurutulmus Padina pavonica’dan farkli
fraksiyonlarda 6ziit alabilmek i¢in 5 farkli ¢6ziicii (etanol, metanol, hekzan, aseton ve di-etil
eter ) kullanildi. Bunun igin 50 gram Padina pavonica tartilarak daha onceden steril edilmis
10 siseye ayr1 ayrit konularak iizerine c¢ozeltiler eklendi. Bu ¢ozeltiler giinliik olarak takip
edildi, 26. giiniin sonunda sislerdeki renk en koyu halini aldig1 gozlendi ve evaporasyon i¢in

hazir hale geldigine karar verildi. Evaporasyon ic¢in ¢oziiciiniin kaynama noktasina gore
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diistikten yiiksege dogru siralanarak (Tablo 1) her giin en az bir grup evapore edildi (Ertiirk ve
ark, 2003; Holopainen ve ark, 1988).

Resim 2: Evaporasyon( Doner buharlastirict) cihazi ve elde edilen oziit.

Elde edilen 6ziit steril bir cam pipet yardimiyla balonun igerisinden toplanarak steril
olan falkon tiiplerinin igerisine aktarilarak +4 °C de, 151k almayacak bir sekilde saklandi. Bu
islemlerin tamami hem nisan ayinda toplanan hem de temmuz ayinda toplanan Padina

pavonica i¢in uygulandi.
3.2. Mikroorganizmalarin Uretimi ve Antimikrobiyal Duyarhhik Testlerinin
Hazirlanmasi
3.2.1. Sterilizasyon

Deneyde kullanilan tiim cam ve metal malzemelerin sterilizasyonu pastor firini ( marka)
175 °C 30 dakika boyunca, pipet uglar1 ve mikroorganizmalarin iireyecegi SDA, PDA ve

Miieller-Hinton besiyerleri i¢in otoklavda 121 °C 15 dakika da (marka) cihazda steril

edilmistir.
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3.2.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Sabouraud 2 % Dextrose Agar (SDA) (BD Difco) , (Pepton 10,0 g/L D(+) Glikoz 20
gram /Litre Agar igerir 17 gr/L). Toz halinde olan besiyeri 47 gr/L sekilde distile su i¢inde
1sitilarak ¢ozdiriildii. Otoklavda 121 °C’ da 15 dakika sterilize edildi. Daha once steril edilen
cam tiiplere 7 ml olacak sekilde dokiildii ve yatik bir sekilde sogumaya birakilan besiyerleri,
kullanim giiniine kadar +4 °C ‘de saklandh.

Potato Dextrose Agar (PDA) (BD Difco), (Patates infiizyonu 4 g/L; D(+) Glikoz
20gr/L; Agar 15 gr/L). Toz halinde olan besiyeri, 39 gr/L olacak sekilde distile su iginde
isitilarak ¢ozdiiriilerek, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi. Daha 6nce steril edilen
cam tiiplere 7 ml olacak sekilde dokiildii ve yatik bir sekilde sogumaya birakilan besiyerleri,
kullanim giiniine kadar +4 °C ‘de sakland.

Miieller Hinton agar (MH) (BD Difco) (et suyu oziitii 2 gr, kazein 17,5 gr, Nisasta 1,5
gr Agar 17 gr) Toz halinde olan besiyeri 38 gr/L olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak
¢ozildi ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi. 110 mm’lik ¢ap1 olan Steril petri

kutularina kalinlig1 4mm olacak sekilde dokiiliip kullanim giintine kadar +4 °C ‘de saklandu.

3.2.3. Mikroorganizmalarin Uretimi

Tirkiye halk sagligi kurumundan temin edilen Candida albicans ATCC 24433
Aspergillus fumigatus RSK 4005 ve Trichophyton rubrum RSK 486 koruyu tasima kab1 ile
liyofilize halde teslim alindi. Orneklerin icine 1 ml steril distile su eklenerek SDA ve PDA
besiyerlerine 3 giin st liste ekim yapildi. Candida albicans ATCC 24433 igin 2 giin,
Aspergillus fumigatus RSK 4005 i¢in 3 giin Trichophyton rubrum RSK 486 icinse 2 hafta
inkiibasyon siiresi gectikten sonra antifungal duyarlilik testlerinde kullanima hazir hale

gelmistir.

3.2.4. Padina pavonica Oziitlerinin Antifungal Duyarhlik Testleri

Candida albicans ATCC 24433 iiredigi besiyerinden alinan tek koloni, yarisi steril
distile su bulunan 8 ml’lik tiiplerin icine inokiile edilerek, spektrofotometrik okuma ile 0.5

McFarland sabiti yakalandi. Diger iki tiir i¢inde ayni sekilde bu islem yapildi. Daha 6nceden
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hazirlanmis olan Miieller-Hinton besiyeri buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi

icin 20 dakika beklenildi. Metal yuvarlak 6ze ucu 6mm olarak ayarlandi. Beg alevinde steril

edildikten sonra Miieller Hinton besiyerinde 6 santim araliklarla 5 kuyucuk a¢ildi. Her bir

mikroorganizma igin 2 adet petri kab1 kullanildi. Steril ekiivyon ile Candida albicans ATCC
24433, Aspergillus fumigatus RSK 4005 ve Trichophyton rubrum RSK 486 ‘in ekimi yapildi.

3.2.4.1. Oziitlerin Hazirhi

Padina pavonica’dan elde edilen oziitlerinin farkli oranlarda olmasi

oOziitleri tek bir payda ‘da toplamak yerine hepsini ayr1 ayr1 sulandirilmistir.

Tablo 2. Padina pavonica ‘dan elde edilen 6ziit miktarlari.

sebebiyle tiim

COZUCULER KAYNAMA NOKTASI [KURUTMA YONTEMI| OZUT MIKTARI ir doz(30pl) /mg
Di-Etil eter LIYOFILIZASYON 1.5mL 1000mg
Di-Etil eter ODA ISISI 1,3mL ~1154mg

Aseton LIYOFILIZASYON 10.5mL ~143mg
Aseton ODA ISISI 6mL 250mg
Metanol LIYOFILIZASYON 1.8mL 833mg
Metanol ODA ISISI 2.3mL 652mg
Hekzan LIYOFILIZASYON 0.7 2143mg
Hekzan ODA ISISI 0.6mL 2500mg
Etanol LIYOFILIZASYON 4mL 375mg
Etanol ODA ISISI 42mlL ~375mg

3.2.5. Kuyucuk difiizyon yontemi

Daha sonra onceden hazirlanmig olan inokuliim degeri, ekiivyon yardimi ile tiim

besiyeri lizerine homojen bir sekilde yayilmistir (Eren ve Kalkanci, 2002). Bu islemden sonra

metal bir 6zenin ucu 6mm capa sabitlenip, besiyerlerinin {lizerinde cukurlar agilmistir.

Sirastyla kuyucuklara 30 pl 6ziitler pipetlenmistir. Dikkatli bir bigimde inkiibatore konularak,

kiifler igin petri kabinin etrafi parafilm ile sarip oksijen girisi olmasi i¢in bir boliimii agik
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birakilmistir. Inhibisyon zonu elde edilen o6ziitlerde 1/10 katlarinda diliisyon yapilarak

kuyucuk difiizyon yontemi yeniden yapildi.

3.2.6. Antifungal ilaclarla karsilastirma

Ticari olarak temin edilen (Lumen 100ml (2mg/mL) Flukonazol flakon ve Amfoterisin

b’nin (Fungizone 100ml 50mg) flakon formundaki antifungallerin 30 ul inokiile sonucu

asagidaki gibidir.

Resim 3. Aspergillus fumigatus RSK 4005 ‘in solda amfoterisin B sagda ise flukanozol test

Sonucu.
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Resim 4. T.rubrum 'un RSK 486’nin solda amfoterisin B sagda ise flukanozol test sonucu.

Resim 5. Candida albicans ATCC 24433 solda Amfoterisin B sagda ise flukanozol test

Sonucu.
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4. BULGULAR

Padina pavonica nin oda isisinda ve liyofilizasyon yontemi ile kurutulduktan sonra 5
farkli ¢oziicii ile elde edilen oziitlerinin (Tablo 2) antifungal etkisinin arastirildigi bu
calismada, temmuz ayinda toplanan Padina pavonica ‘dan elden edilen Oziitler ile kuyucuk
difiizyon yontemi uygulanarak antifungal etkinligi saptanmistir (Tablo 3). Ancak nisan ayinda
toplanan Padina pavonica’dan bir sonug elde edilememistir. Oda 1sisinda kurutulduktan sonra
¢oziicii olarak di-etil eterin kullanilarak elde edilen Padina pavonica oziitiiniin Candida
albicans’a 1/10 oranindan sulandirildiktan sonra herhangi bir antifungal aktiviteye
rastlanmamistir. Oda 1si1sinda kurutulduktan sonra ¢oziicii olarak aseton kullanilarak elde
edilen Padina pavonica oziitiiniin Candida albicans’a 1/20 oranindan sulandirildiktan sonra

herhangi bir antifungal aktiviteye rastlanmamuistir.(Tablo 4)

Tablo 3. Padina pavonica oziitlerinin antifungal etkinlikleri

FARKLI COZUCULERDEN ELDE EDILEN ZON CAPI OLUSUMU
OZUTLER VE KURUTMA YONTEMLER! |~ e o RSK 4005 | Trichophyion rubrum RSK 786 [Candida albicans ATCC 24433
Di-Etl eter (liyofilizasyon) VAR YOK VAR
Di-Etil eter (oda ssmda kurutma) VAR YOK VAR
Aseton (Evofiizasyon) YOK YOK YOK
Aseton (oda sisnda kuruirma) ¥oK YOK vag
Metanol (livofSizasyon) YOK YOK YOK
Metanol (oda sisinda kurubma) oK YOK YOK
Helczan (Evofilizasvon) YOK VAR YOK
Hekzan (oda sienda keraima) YOK YOK VAR
Etanol (Eyofiizasvon) YOK YOK YOK
Etanol (oda sisnda komima) YOK YOK VAR
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Tablo 4. Padina pavonica’nin aseton ve di-etil eter ¢oziiclisii ile elde edilen 6ziitlerinin

sulandirimlaria gore Candida albicans tizerindeki antifungal etkinlikleri

DILUSYON ORANLARI ASETON (ODA ISISI) DI-ETIiL ETER (ODA
Zon capi olusumu 191D
Zon c¢api olusumu

1/10 VAR VAR
1/20 VAR YOK
1/40 YOK YOK
1/80 YOK YOK
1/160 YOK YOK
1/320 YOK YOK
1/640 YOK YOK

Resim 6. Padina pavonica’dan elde edilen 6ziitlerin Aspergillus.fumigatus etkileri

a : Di-Etil eter (Liyofilizasyon)

b : Di-Etil eter (oda 1s1sinda kurutma)
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Resim 7. Padina pavonica’dan liyofilizasyon yontemi ile kurutulduktan sonra hekzanin

¢Oziicli olarak kullanilarak elde edilen 6ziitiin T.rubrum ‘a etkisi.

Resim 8. Padina pavonica’dan elde edilen 6ziitlerin C. Albicans tizerindeki etkileri.
a: Di-Etil eter (liyofilizasyon)
b: Di-Etil eter (oda 1sisinda kurutma)
c: Hekzan (oda 1s1sinda kurutma)
d: Etanol (liyofilizasyon)
e: Etanol (oda 1s1sinda kurutma)
f: Aseton (liyofilizasyon)

g: Aseton (oda 1s1sinda kurutma)
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a) 1/10 oraninda sulandirim
b) 1/20 oraninda sulandirim
c) 1/40 oraninda sulandirim
d) 1/80 oraninda sulandirim
e) 1/160 oraninda sulandirim
f) 1/320 oraninda sulandirim

k) 1/640 oraninda sulandirim

Resim 9. Padina pavonica’dan oda isisinda kurutma yontemi ile kurutulduktan sonra Aseton
¢ozilicii olarak kullanilarak elde edilen 6ziitin C. albicans 1/10(a) sulandirim yapildiktan

sonra inhibisyon gozlenirken 1/20 (b) minimal etki gézlemlenmistir.

a) 1/10 oraninda sulandirim
b) 1/20 oraninda sulandirim

c) 1/40 oraninda sulandirim
d) 1/80 oraninda sulandirim
e) 1/160 oraninda sulandirim
f) 1/320 oraninda sulandirim

k) 1/640 oraninda sulandirim

Resim 10. Padina pavonica’dan oda 1sisinda kurutma yontemi ile kurutulduktan sonra Di-Etil
etercoziicii olarak kullanilarak elde edilen Oziitin Candida albicans 1/10(a) sulandirim

yapildiktan sonra minimal etki gézlemlenmistir.
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5. TARTISMA

Mantar hastaliklar1 toplumda en sik goriilen hastaliklardan biri olup tedavisi uzun ve
bazi durumlarda maliyeti oldukga yiiksektir. Bu hastaliklar hastalarin giinliik yasam kalitesini
diisirmekte ve ciddi oranda mortalite ve morbiditeye neden olabilmektedir. Mantar
hastaliklarinda tedavi ic¢in kullanilan antifungaller smirli olup, yeni antifungallere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ¢alismada Padina pavonica ekstratklari kullanilarak antifungal etkinligi
arastirilmistir.

Bu ¢alismada Padina pavonica’nin iki farkli kurutma teknigi ile 5 farkli ¢oziicii
kullanilarak farkli fraksiyonlarda oziitleri elde edilmistir (Haliki ve ark, 2005; Holopainen ve
ark, 1988; Khaled ve ark, 2012; Omer ve ark, 2011). Coziiciilerden elde edilen &ziitler tek
basina kullanilmig veya antifungal etki goriilenlerin sulandirimlar: da test edilmistir. Oziitlerin
herhangi bir karisimla yada kombinasyonlarinin antifungal etkinligi denenmemistir. Ancak
her bir 6ziitiin elde edilirken kurutma yontemi olarak farkli 2 yontem uygulanmaistir.

Maria José Pérez ve arkadaglarinin (2016) yaptigi g¢alismada, kuyucuk difiizyon
yontemini kullanip Padina pavonica’da dahil olmak {izere birgok alg familyasinin
antimikrobiyal etkinligini bildirmistir. Bilindigi gibi antimikrobiyal maddeler sekonder
metabolitlerdir ve ortamda bulunan besin zincirindeki degisikliklerden ve iklim degisiklikleri
gibi ¢evre parametrelerinden de oldukga etkilenmektedirler (Sachithanantan ve Sivapalan,
1975; Caccamese ve ark, 1979; Biard ve ark, 1980; Espeche ve ark, 1984; Ma Jing Wen ve
Tan WeiCi, 1984; Pérez ve ark, 1990). Giiner ve ark (1987) gore antifungal ve antibakteriyel
etkinlik caligmalarinda, aynt mevsimde farkli bolgelerden toplanan 6rnekler i¢in mevsimsel
ve hatta ornegin iz elementler veya agir metal kirliliklerine bagl biriktirmelerde de oldugu
gibi aylik degisimler de goriilmektedir. Arastirmamizda, sonbahar mevsiminde ayni bolgeden
toplanan ve ayni ¢ozgenler kullanilarak ekstraktlari hazirlanan alg drneklerimizin kayda deger
antifungal aktiviteleri saptanamamakla beraber; diger tim mevsimlerde ayni1 alg Ornekleri
toplanarak ve ayni solventlerle ekstraktlar1 hazirlanarak antifungal etki saptamig
bulunmaktay1z.

Padina pavonica’nin antifungal etkinligi arastirilmasi i¢in 5 farkli ¢oziicii (metanol,
etanol, aseton, di-etil eter ve hekzan) kullanilmis ve Bu ¢oziiciilerden 2 farkli kurutma
yontemi uygulanarak 10 farkli 6ziit elde edilmistir. Bu alanda yapilan calismalarda birgok
¢oziicii kullanilmakta ya da bunlarin degisik oranda karigimlarindan yararlanilmaktadir

(Ertirk ve ark, 2011; Holopainen ve ark, 1988; Khaled ve ark, 2012; Sachithanantan ve
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Sivapalan, 1975; Caccamese ve ark, 1979; Biard ve ark., 1980; Espeche ve ark, 1984; Ma Jing
Wen ve Tan Wei-Ci, 1984; Usmanghani ve ark, 1984; Caccamese ve ark, 1985).

Coziicliler bitki oOziitlerinin elde edilmesinde 6nemli bir basamak olup, polarhigi
kaynama noktasi, donma noktasi gibi etkenler 6ziit alinacak materyalden farkli fraksiyonlarda
ve farkli fazlarda 6ziit elde eldesini saglar. Ancak Oziitiin elde edilmesini etkileyen bir¢ok
faktor olabilmektedir. Oziit elde edilemesi islemlerdeki bir basamagimi olusturmaktadir. Oziit
alinacak 6rnegin toplanmasi ve kurutulmasi da en az ¢6ziicli se¢imi kadar 6nem tagirmaktadir
(Khaled ve ark 2012, Holopainen ve ark 1988 ). Bunlarin arasinda dietil eter ile elde edilen
Oziitte hem kandidalara hemde aspergilluslara etkili olan madde elde edilirken metanol ile her
hangi bir antifungal etki test edilen mantarlara kars1 etki gozlemlenmemistir.

Evaporasyon ile ¢oziicii uzaklastirma islemi genel olarak uygulanan bir yontemdir.
Coziiciiniin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in uygulanan ucurma yontemi ¢oziicliniin kaynama
noktasindan etkilenmektedir. Kullandigimiz ¢oziiciiler arasinda di etil eter en diisiik kaynama
noktasinda olup (Tablol) ¢6zdiigi maddenin ugurma yonteminden daha az etkilendigini
diisiindiirebilir. Ancak kullandigimiz ¢oziiciiler arasinda etanol en yiiksek 1sida ugurulan bir
¢oziicli olup, etanol ile elde edilen 6ziitte sadece kandidalara kars1 etkinlik gézlemlenmistir.

Calismada Padina pavonica 'nin kurutulmasi i¢in kullandigimiz iki kurutma tekniginden
ilki oda 1sisinda kurutma ikincisi ise liyofilizasyon olarak adlandirilan dondurup kurutma
yontemidir. Bu iki yontem arasindaki fark birinde -80°C’ de dondurulup bekletilirken
digerinde ise oda 1sisinda yaklasik 2 hafta igerisinde kurutulmustur. Oda 1sisinda kurutma
sirasinda algler ve tlizerinde bulunan diger mikroorganizmalarla olan iliskileri tam olarak
bilinmemektedir (Pérez ve ark 2016). Bu sirada Padina pavonica’nin savunma olarak
olusturdugu maddeler veya iizerindeki mikroorganizmalarin olustugu maddelerin olup
olmadigi bilinmemektedir. Diger taraftan alglerin yasadigi ortamin tehdit olusturup
olusturmamasi veya 1stya ya da kirlenmeye bagl floranin degismesi ile algin olusturacagi
maddeler arasinda iliski oldugu bildirilmektedir (Ertiirk ve ark, 2011). Calismamizda nisan
ayl basinda toplanan alglerle yapilan 6ziit elde etme yonteminde herhangi bir antifungal
etkinlik elde edilemezken, temmuz sonunda tekrar ayni cografik bolgeden toplanan alglerde
baz1 antifungal etkinlik bulunmustur. Bu antifungal etkili maddenin algin floradan
kaynaklanan tehtide veya bulasmaya baglh kendi savunma sisteminden olusturdugu maddeler
yada bulasan iizerindeki diger mikroorganizmalardan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir
(Ertiirk ve ark, 2011).

Liyofilizasyon yontemi bitki Oziitlerinde antimikrobiyal etki arastirilirken kullanilan

diger bir kurutma yontemidir (Vuthijumnok ve ark, 2013). Ancak Padina pavonica ile ilgili
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bdyle bir ¢aligma bulunmamaktadir. Yaptigimiz calismada bu yontemle elde edilen 5 farkli
oziitten sadece bir tanesinin T.rubrum’ igin antifungal etkiye sahip oldugu saptanmistir.
( Tablo 3 ) Padina pavonica yikandiktan sonra -80°C’de 3 giin bekletilerek, daha sonra
liyofilizatorle kurutma islemine baslandi ve 5 giin siirdii. Kullanilan cihazin biiyiikligi,
materyalin miktar1 liyofilize edilecek 6rnegin i¢indeki su miktar1 kurutma siiresini uzatabilir.
Ayrica liyofilizasyon islemi ile elde edilen materyalin daha uzun Omiirlii daha stabil ve
igerigindeki molekiillerin potens kaybmna ugramadigi bildirilmistir. (Tang ve ark, 2004;
Deepak ve ark, 2015).

Bu ¢alismada kullanilan ¢dziiciilerin konsantrasyonlar1 Di-Etil eter, Aseton, Metanol,
Hekzan ve Etanol seklindedir. Antimikrobiyal aktivite c¢alismalarinda alglerden farkli
fraksiyonlarda 0ziit alabilmek icin tek basmma kullanilan c¢oziiciilerden ayrica farkh
konsantrasyonlarda kullanilan ¢oziiciilerde mevcuttur. Bunlarin basinda aseton, di-etil eter,
toulen-metanol yada metanol-su gelmektedir (Cowan, 1999; Khaled ve ark, 2012; Pérez ve
ark, 2016).

Bu ¢alismada Padina pavonica’dan 6ziit eldesinde kullanilan ¢oziiciilerin igerisinde en
etkilisi di-etil eter olmustur. Di-etil eterden elde edilen 6ziitin Candida ve Aspergillus
tirlerinde etkisi bulunurken T.rubrum’a bir etkisi bulunmamistir. Padina pavonica
ekstraktinin oda 1sisinda kurutma veya liyofilizasyon yontemi ile elde edilisine gore
incelendiginde her iki yontemde de antifungal etkinlik goriilsede oda 1sisinda kurutuma
yonteminde zon ¢aplarinin daha genis oldugu belirlenmistir. Diger taraftan di-etil eterde elde
edilen 6ziitiin dermatofitlere etki etmezken hekzan ile elde edilen Oziitlerde dermatofitlere
kars1 antifungal etkinlik goriilmiistiir. Bu da dermatofitlere karsi antifungal maddenin di-etil
eterle ortaya cikarilamayacagii diisiindirmektedir. Di—etil eter alkaloidler, terpenoidler,
Komarinler ve yag asitlerini ¢6zen bir ¢oziiciidiir (Cowan, 1999). Bu ¢oziicii kullanilarak
P.pavonica’nin antimikrobiyal etkinligini aragtiran ¢aligmalar bulunmaktadir. (Tiney ve ark,
2006; Khaled ve ark, 2012; EI-Sheekh ve ark, 2006). Khaled ve ark (2012) Padina
pavonica’nin di-etil eter ¢oziiclisiinii kullandig1 ¢alismasinda zayif da olsa antifungal etki
gosterdigini bildirmiglerdir. Bunun yaninda yapilan diger bazi ¢aligmalarda di-etil eterin
diisik oranda da olsa antibakteriyel ve antifungal etkisinin oldugunu gostermislerdir (Tiiney
ve ark, 2006). EI-Sheekh ve arkadaslari (2006) yapmis oldugu ¢alismada ¢oziicii olarak
dietilasetat, n-butanol, kloroform ve dietileter, kombinasyonlarini kullanmis olup Nostoc
muscorum’un oziitiiniin bir¢cok bakteriye karsi etkisinin oldugunu bildirmistir.

Padina pavonica ‘nin antifungal etkisi ile ilgili yapilan ¢aligmalar sinirli olup, genellikle

Candida tiirleri iizerine arastiritlmis dermatofitlerle veya kiif mantarlari ile yapilan ¢aligmalar
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az sayidadir. Ancak, di-etil eter farkl alg tiirlerinde 6ziit alirken ¢6ziicii olarak kullanildiginda
antifungal etki saptanmustir (Pérez ve ark, 2016). Padina pavonica nin ¢oziicii olarak di-etil
eterin kullanilmasiyla ortaya ¢ikan 6ziitiin belirlenmesi ve tedavide kullanilacak bir molekiil
olup olmadigit konusunda daha ileri c¢aligmalarin yapilmasinin uygun olacagi
diistiniilmektedir. Ancak oda 1sisinda kurutma teknigi ile elde etmis oldugumuz Oziitte
Candida albicans ve Aspergillus fumigatus 'a kars1 etki saglanmigtir. T.rubrum igin bir sonug
alinamamustir.

Bu calismada hekzanin ¢oziicii olarak kullanildiginda T.rubrum’a karsi antifungal
etkinliginin oldugu ve bu etkininde liyofilizasyon kurutma tekniginden ortaya ¢iktigi
goriilmiistiir. Diger taraftan hekzanla elde edilen 6ziit ile Candida’ ya oda 1sisindaki kurutma
yontemi ile antifungal etkinlik gosterilirken, Aspergillus tiirlerine herhangi bir etki
gosterilememistir. Hekzan diiz zincirli alkan grubuna dahil olup, yag coziicii 6zelligi ile
bilinir. Ayrica sanayide organik ¢oziicii olarak da kullanilir (Tongberg ve Johnston, 1933).
Hekzanin T.rubrum ve C.albicans’a antifungal etkisinin bulunmasi P.pavonica’dan ¢6zdiigii
terpenoidlerden ve/ veya flavonoidlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Hekzanin ¢oziicii olarak kullanilan ¢alismalarda agik havada kurutma yontemi ile
antimikrobiyal etkisinin oldugu bildirilmistir (Pérez ve ark, 2016; Abourriche ve ark, 1999).
P.pavonica’nin antifungal c¢aligmalarimin yani sira insektist etkiside c¢aligilmistir. Ayrica
Sahayaraj ve ark (2012) Padina pavonica ‘da var oldugu diistiniilen giimiis nanopartiikiillerin
antimikrobiyosidal etkisini arastirmigtir. Elde ettikleri 6ziitii kuyucuk diflizyon yontemi ile
uyguladiktan sonra antimikrobiyal etki saptamislardir.

Bu calismada kullanilan diger bir ¢oziicli olan aseton, sadece oda 1sisinda kurutma
yontemi ile Candida albicans’a kargt antifungal etkinligi bulunurken T.rubrum ve
A.fumigatus’a antifungal bir etki bulunamamistir. Diger taraftan liyofilizasyon yontemi ile
kurutmada ise kullanilan funguslara karsi etkinlik gézlemlenmemistir (Tablo 3). Padina
pavonica’nin aseton ile elde edilen ektraktinin antifungal etkinligi arastiran bazi ¢alismalar
bulunmaktadir (Tiney ve ark, 2006; Pérez ve ark, 2016). Bu c¢alismalarda a¢ik havada
kurutma yonteminden elde ettikleri ozitlerle yapilan c¢alismalarda antifungal bir etki
bildirilmemektedir. Asetonun ¢oziicii olarak kullanildiginda elde edilen sonuglarda benzerlik
bulunmamasi asetonla ilgili daha fazla calisma yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Asetonun mikroalglerle ve makroaglerle de ¢oziicii olarak kullanildig1 calismalar
bulunmaktadir. Katircioglu ve arkadaslari (2006) mikroalglerle yaptigi ¢alismada ¢oziicii
olarak aseton, kullanilmis olup birgok mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite

bildirmistir. Diger bir ¢alismada Pérez ve arkadaslar1 (2016) kahverengi alg familyasinda
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diger makroalglerden Sargassum vulgare , Sargassum horneri Sargassum flavellum asetonu
¢oziicii olarak kullanip elde ettikleri oziitlerde Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Bacillus. subtilis, Salmonella typhi, Escherichia coli, ve Candida albicans’a kars1 etki
bildirmislerdir. Dermatofitlere ve kiiflere asetondan elde edilen 6ziitler ile antifungal etkinligi
arastiran ¢alisma bulunamamustir.

Calismada etanol ¢oziicii olarak kullanildiginda Padina pavonica’dan oda 1sisinda
kurutma yontemi ile elde edilen 6ziit sadece Candida albicans’da etkili olup T.rubrum‘da ve
A.fumigatus’da etkili degildir. Kurutma yoOnteminin liyofilizasyon olarak se¢ilmesi
durumunda herhangi bir antifungal etki gézlemlenmemistir. Tiiney ve arkadaslar1 (2006) agik
havada kurutma yontemi ile etanolii ¢oziicii olarak kullanip Padina pavonica’dan elde
ettikleri Oziitin Candida sp. E.faecalis, P.aeruginosa, E.coli‘e karsi etkili oldugunu
bildirmislerdir. Ertiirk ve ark (2011) c¢alismasinda etanol ¢oziicii olarak kullanilarak elde
ettikleri Padina pavonica oziitiiniin Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium Listeria monocytogenesis Pseudomonas. aeruginosa, Candida.
albicans, Aspergillus niger’e karsi antimikrobiyal etkiSinin oldugunu bildirmislerdir. Pérez ve
ark (2016) yapmus olduklari ¢alismada ise Padina pavonica’nin iginde bulundugu kahverengi
algler familyasinin farkli tiirlerinden etanolii ¢oziicli olarak kullanip elde ettikleri 6ziitlerden
S. aureus, S. pyogenes E.coli P. aeruginosa, B. subtilis Candida tropicalis, C. kruzei ‘ye kars1
etki bulduklarini bildirmislerdir. Ancak kiif ya da dermatofitlere karsi ise herhangi bir etkisi
belirtilmemistir. Cosoveanu ve arkadaslari1 (2010) Padina pavonica’dan elde ettikleri 6ziitten
¢ozlicii olarak etanolii ve etil asetati kullandiklar1 deneylerinde Candida glabrata igin
ortalama, Candida krusei i¢in diisiik etki elde etmislerdir. Dulger ve Dulger (2014) yapmis
oldugu ¢alismada ise etanolii ¢6ziicii olarak kullanarak agik havada kurutulan P.pavonica’nin
zayif da olsa C.albicans’a kars1 etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu caligmalar ve bizim
calismamizda P.pavonica’nin etanol ile elde edilen 6ziitte kandidalara kars1 antifungal etkili
bir maddenin bulundugu disiinilmektedir. Ancak kiiflere kars1 etkinligi konusunda yeni
caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Bu ¢alismada etanol ve asetonun benzer olarak kandidalara etkili oldugu kiiflere karsi
antifungal etkisinin olmadig: belirlenmistir. Bu iki ¢oziiclinlin kullanildiginda ortaya ¢ikacak
olan ortak maddeler terpenoidler ve flavonoidlerden olmasindan dolayr antifungal etkinin bu
maddelerden biri ve/veya ikisine baglh oldugu diisiilmektedir. Calismamizda ¢oziiciilerin elde
edilirken uygulanan kurutma ydntemi degerlendirildiginde di- etil eter disinda kalanlarin
kurutma yonteminden etkilendigi, liyofilizasyon yontemi ile kurutuldugunda kandidalara

karsi1 etkinligin bulunmadig1 gézlemlenmistir. Padina pavonica oda isisinda kurutuldugunda

28



daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Liyofilizasyon yonteminde Padina pavonica once -80 C
de dondurulup daha sonra liyofilize oldugundan bu agamada bazi etken maddelerin etkinligini
yitirdigi diistintilebilir.

Padina pavonica’nin metanol ile elde edilen ekstraktindan herhangi bir antifungal etki
gozlemlenmemistir (Tablo 3). Tiney ve arkadaslarinin (2006) calismamiza benzer olarak
calismalarinda da agik havada kuruttuklar1 Padina pavonica’dan metanolii ¢oziicii olarak
kullarak elde ettikleri oziitin Candida sp. E.faecalis, P.aeruginosa ve E.coli'ye karsi
antimikrobiyal bir etki gozlenmedigin bildirmislerdir. Haliki ve arkadaslarinin (1998) metanol
;toluen (1:3) karisim1 kullanmis olup, P. pavonica ve birgok alg tiirii dahil olmak tizere hem
antibakteriyel hem de antifungal olarak kullandigi oziitlerde kayda deger bir etki
bulamamuslardir. Pérez ve ark (2016) yapmis olduklari ¢alismada ise metanoliin ¢oziicii
olarak kullanildigi P.pavonica o6ziitinde sadece E.coli’ye kars1 etki saptadiklarini
bildirmiglerdir. Khaled ve arkadaslar1 (2012) metanolii kullanmis olup olumlu bir sonug
bildirmemistir. Diger bir ¢alismada ise metanol %70 ‘lik olarak tercih edilip, 6ziitii alinan
kahverengi alg familyasina ait olan tiirlerde J.rubens, C. elongata ve P.Capillacea nin ¢esitli
mikroorganizmalara Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus Escherichia coli, Salmonella
typhi Klebsiella pneumoniae’e antimikrobiyal etki saptadiklarini bildirmislerdir (Osman ve
ark, 2009). Sonug¢ olarak Padina pavonica’dan metanoliin a¢iga ¢ikardigi molekiillerin
antifungal etkisinin olmadigi ve bu durumunda evaporasyon islemindeki sicaklikla ilgili
oldugu diistiniilmektedir.

Kuyucuk difiizyon yontemi siklikla tercih edilen yontemlerden biri olup, antimikrobiyal
duyarlilik testlerinde kullanilmaktadir. Bu yontemde duyarlilik testi yapilacak olan besiyeri
Miieller hinton agar iizerinde cesitli yontemlerle steril bir sekilde kuyucuklar acilarak,
inokulum degeri daha dnceden hazirlanmis olan mikroorganizma 0,5 McFarland bulaniklik
degerine gore hazirlanir. Daha sonra ekiivyon yardim ile tiim besiyerine yayilarak, deneyde
etkisi denenecek olan etken maddeler kuyucuklara pipetlenir. Kuyucuk etrafinda olusan
zonlar (varsa) deneyimizin sonucunu belirler (Pérez ve ark, 2016; Khaled ve ark, 2012).
Yapilan bu galismada kuyucuk diflizyon yontemi ile Padina pavonica’dan elde edilen
Oziitlerin hem direk etkisi hem de sulandirilmis olarak etkisi ¢aligilmistir.

Padina pavonica’dan ¢oziiciilerle elde edilen 6ziitlerdeki kimyasal maddelerin
sulandirmadan direk olarak kullanilmasi durumunda antifungal etkisinin maddelerin yogun
konsantrasyonuna bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu yilizden ¢alismamizda bu &ziitlerin
hem direk hem de sulandirilmis konsantrasyonlar1 kullanilarak antifungal etkileri

arastirilmistir (Tablo 4).
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Candida albicans’a etkili 6ziitlerin sulandirimlari sonucu yapilan ¢alismalarda Padina
pavonica’'dan oda 1sisinda kurutma yontemi ile kurutulduktan sonra Di-Etil eter ¢oziicii olarak
kullanilarak elde edilen oziitin Candida albicans’in 1/10 sulandirim yapildiktan sonra
minimal etki gdzlemlenmistir. Ote yandan Padina pavonica’dan oda 1sisinda kurutma
yontemi ile kurutulduktan sonra Aseton c¢oziicli olarak kullanilarak elde edilen 6ziitiin
Candida albicans’a 1/10 sulandirim yapildiktan sonra inhibisyon gozlenirken 1/20 minimal
etki gézlemlenmistir. 1/20 oraninda antifungal etkinliginin kaybolmadigini gézlemlenmesine
ragmen kiiflerde boyle bir sonu¢ alinamamistir. Bunun sebebi kiiflerin inkiibasyon siiresinin
uzun oldugu ve bu siire zarfinda 6ziitiin antifungal etkinliginin kaybedebilecegi de gz Oniine

alinmalidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Padina pavonica ekstraktinin antifungal etkisinin saptanmasi isimli ¢aligmamizda bes
farkli ¢oziicii ve iki farkli kurutma yontemi kullanarak, 10 farkli 6ziit elde edilmistir. Adnan
Menderes Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda antifungal etkisi ¢alisilmistir.
Bu ¢alismada;

1. Liyofilizasyon yonteminin oda 1sisinda kurutma yontemine gore antifungal duyarlilik
testleri sonucuna gore daha etkisiz kaldigi saptanmis olup Padina pavonica’nin
dondurulduktan sonra etken maddelerin bozuldugu diisiiniilmektedir.

2. Calismamizda kullandigimiz 5 farkli ¢6ziiciden biri olan di-etil eterin kurutma
yontemlerinden etkilenmedigi bulunmus ve evaporasyon sicakligmin 6nemli bir roliiniin
oldugu diisiiniilmektedir.

3. Metanolii ¢oziicii olarak kullandigimiz deneyde, kurutma yontemi farki olmaksizin
Padina pavonica’dan elde edilen 6ziitlerin antifungal etkinliginin olmadig1 gézlemlenmistir.

4. Di-etil eterin, hem oda 1sisinda kurutularak elde edilen hem de liyofilizasyon
yontemi ile elde edien Padina pavonica oziitiniin Aspergillus fumigatus’a antifungal
etkinliginin oldugu saptanmustir.

5. Trichophyton rubrum’a sadece Padina pavonica nin liyofilizasyon yontemi ile
kurutulduktan sonra hekzan ile elde edilen 6ziitiiniin antifungal etkisinin oldugu bulunmustur.

6. Padina pavonica nin liyofilizasyon yontemi ile kurutulup sonra di-etil eter ile elde
edilen oziitiiniin Candida albicans’a kars1 etkili oldugu ayrica yine di-etil eter kullanilarak
oda 1sisinda kurutma yontemi ile elde edilen Padina pavonica oziitiiniin etkili oldugu
saptanmustir. Ayrica kullanilan diger ¢6ziictilerin aseton, hekzan ve etanoliin oda 1sisinda elde
edilen Padina pavonica oziitlerinin antifungal etkinligi saptanmustir.

7. Bu calismada elde edilen oziitlerin gaz kromatografisi yapilarak hangi etken
maddenin antifungal etkide rol oynadigi bulunup, molekiiler teknikler ile antifungal etkinin
Padina pavonica’dan mi1 yoksa iizerinde hem parazitik hem de simbiyotik olarak yasayan
bakterilerden mi kaynaklandig arastirabilir.

8. Bu calismadaki Padina pavonica’dan elde edilen oziitlerin daha detayli ¢alismalarla
arastirilarak antifungaller arasina alternatif olarak diisiiniilerek, incelenmesinin yararh

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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