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OZET

Bu c¢alismada, sucul ortamlardan alinip laboratuvar ortamina
getirilerek izole edilen ve teshis yontemleri kullanarak tur
tanimlamas1 yapilmis olan alg tirt Spirogyra aequinoctialis
ekstraktlarin gesitli mikroorganizma tiirleri tizerinde antibakteriyal
ve antifungal etkileri arastirilmigtir. Spirogyra ekstraktlari, 0.5 M
Tris-HCL pH:8.00, N-butanol ve Etanol ile hazirlanmistir.
Antimikrobiyal aktivite testleri, disk difizyon yontemi ile
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli O 157:H7,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium
CCM 5445, Candida albicans ATCC 10239 mikroorganizmalari
uzerinde denenmigstir. Antibakteriyal aktivite testleri 1ile, S.
aequinoctialisin tampon ekstraktimin, FEscherichia coli O 157:H7
uzerinde oldukga etkili antibakteriyal 6zellige sahip oldugu tespit
edilmistir. Staphylococcus aureus ATCC 25923 susunun en duyarlh
mikroorganizma, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susunun ise
en direncli mikroorganizma oldugu; en etkili ¢oziicintin 0.5 M Tris-
HCL pH:8.00 oldugu kaydedilmigtir. Antifungal aktivite testleri ile
S. aequinoctialisin etanol ekstraktinin, Candida albicans ATCC
10239 tizerinde olduk¢a etkili antifungal 6zellige sahip oldugu
gorilmusgtur.
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ABSTRACT

In this study, the antibacterial and antifungal effects of algae species
Spirogyra aequinoctialis extracts, which were taken from aquatic
environments and brought to the laboratory environment and
isolated by using diagnostic methods, on various microorganism
species were investigated. Spirogyra extracts were prepared with 0.5
M TrissHCL pH:8.00, N-butanol and Ethanol. Antimicrobial
activities of the extracts were tested on Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria monocytogenes ATCC
7644, Escherichia coli O 157:H7, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Salmonella typhimurium ATCC, Candida albicans ATCC
10239 by disc diffusion method. As a result, it was determined that
the buffer extract of S. aequinoctialis had highly effective
antibacterial properties on  Escherichia coli O 157:HT7.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 strain was identified as the
most susceptible microorganism, while Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 strain was the most resistant microorganism. It was
also noted that the most effective solvent was 0.5 M Tris-HCL pH:
8.00. Antifungal activity tests showed that the ethanol extract of S.
aequinoctialis had highly effective antifungal properties on Candida
albicans ATCC 10239.
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GIRIS Bu c¢alismada, Spirogyra aequinoctialisin ¢esitli

Algler, yapilar1 itibariyle tek hicreli mikroskobik
formlardan, birka¢ metre uzunluga kadar degisik
morfolojilerde bulunabilen, genellikle sucul
habitatlarda ¢ok genis bir yayilim gosteren ototrof,
fotosentetik 6karyotik organizmalardir (Pereira ve
Magalhaes, 2014).

Dogada yasayan tim organizmalarin kendine ait bir
savunma sistemi vardir. Bazi bakteriler, mantarlar
ve bitkiler bu savunma sisteminde gérev alan ¢esitli
bilesikler iiretirler (Rauha ve ark., 2000). Alglerde de
bulunan bu bilesikler sayesinde, bu canlilar kendi
koruma  sistemlerini  gliglendirmektedirler. Bu
maddeler, insanlarin yararma olabilecek sekilde
degerlendirilmektedir (Yoldas ve ark., 2003). Son
yillarda gerceklestirilen ¢alismalarda, alglerden elde
edilen molekillerin antibiyotik, antiviral, antikanser,
antifungal, antibakteriyal, antiinflamatuar gibi pek
cok etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Nabavi ve
ark., 2013; Srivastava ve ark., 2017). Ayrica bu
calismalar arasinda  hipokolestrolemik, enzim
inhibisyonu ve diger bazi farmakolojik etkilerin de
oldugu da goérilmistir Dvir ve ark., 2009).
Alglerdeki bu dogal driinler, ila¢ sanayinde
hammadde olarak kullanilmaya baslanmis ve aym
zamanda sentetik molekiillerin tretiminde de yapisal
bir molekiil olarak tercih edilmistir (Quinn ve ark.,
1993).

Algler, sahip olduklar1 karakteristik 6zelliklere gore
ozellikle kahverengi, kirmizi ve yesil alglerin
olusturdugu makroalgler ile mikroalgler olarak hem
birer dogal Uriin hem de sentetik molekiillerin
yapiminda yapisal birer ajan olarak da rol
almaktadirlar (Guiry ve Nic, 2001).

Algler genis ve verimli antibakteriyel aktiviteye sahip
antibiyotiklerin =~ 6nemli  bir  kaynagidir. Bu
mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivitesi, yag
asitleri, akrilik asitler, halojenlenmig alifatik
bilesikler, terpenoidler, steroller, sulfur icerikli
heterosiklik bilesikler, karbonhidratlar, asetogeninler
ve fenoller gibi bilesiklerin sentezlenme yetenegine
baglidir. Mikroalg ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitesi lipid bilesimi ile ilgilidir. Escherichia coll,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus epidermidis gibi insan patojenlerine
kars1 alglerin antimikrobiyal aktivitesi, y-linolenik
asit, eikosapentaenoik asit, heksadekatrienoik asit,
dokosaheksaenoik asit, palmitoleik asit, lorik asit,
oleik asit, laktik asit ve arasidonik asit igerikleri ile
baglantilidir (Demorais ve ark., 2015).
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gozuciler ile hazirlanmig olan ekstraktlarinin
antibakteriyal ve antifungal etkilerinin arastirilmasi
amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOD

Alglerin Izolasyonu ve Kiiltiirii

Yesilirmak Nehri (Tokat) bentik ve pelajik
habitatlarindan su  6rnegi  alindiktan  sonra

laboratuvarda mekanik izolasyon ve mikro-enjeksiyon
yontemleri ile mevcut tirler izole ve teshis edildi.
Calismada kullanilmak luzere Spirogyra
aequinoctialis tiru belirlendi ve daha sonra, Allen,
BG11 medium ile Sanyo MLR 351 marka iklim
kabininde 26 ° C'de (155 pmol / m?2 /saat, L: D
periyotta) sivi kiiltirii yapilds (Andersen, 2004).
Aksenik kiiltiir agsamasinda alg tiirii, 6nce Eppendorf
ve Falkon tuplerinde, daha sonra erlenmayerlerde
¢ogaltilarak hasat edildi. Hasat isleminden sonra,
antibakteriyal ve antifungal testlerde kullanilmak
uzere kiultur koleksiyonunda -86 ° C dondurucuda
sakland1 (Ripka ve ark., 1979; Lobban ve ark.,1988).

Antibakteriyal ve Antifungal Aktivite testleri icin
ekstrakt hazirlama

Alg turt -86 ° C dondurucudan c¢ikarilip sivi azotla
porselen havan yardimiyla ezildi. Daha sonra tuzerine
solventler (0,5 M Tris-HCL pH:8,00, N-butanol,
Etanol) illave edilerek ekstraktlar olusturuldu
(Moniharapon ve Hashinaga, 2004; Sharma ve ark.,
2004) ve aktivite testleri icin hazirlandi.

Mikroorganizma Tiirleri

Elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitelerini arastirmak amaciyla 7 farkli test
mikroorganizmasi secildi. Bunlar; Staphylococcus

aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli
O 157:H7, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella typhimurium CCM 5445 ve Candida

albicans ATCC 10239’dar. Hazirlanan
mikroorganizma slispansiyonu, daha once
hazirlanmigs olan 0.5 McFarland standard: ile
karsilastirilarak slispansiyonun bulaniklig:
homojenize  edildi  (Senol ve ark., 2007).

Mikroorganizma kiiltlirlerinden koloniler elde etmek
amaciyla agar ortamina ekilmig, 37 °C'de 24 saat
inkiibasyondan sonra 4-5 adet iy1 tireyen koloniden,
oze yardimiyla %0,9'luk serum fizyolojik ¢ozeltisine
alindi. Hazirlanan mikroorganizma slispansiyonu,
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daha once hazirlanmis olan 0,5 McFarland standard:
ile karsilagtirilarak  stspansiyonun  bulamklig:
ayarlandi.

Bakteriyal mikroorganizmalar, Nutrient Agar (NA)
besiyerinde 37 °Cde 1 gece inkube edilen bakteri
suglarindan tek koloni alinarak 5 ml Nutrient Broth’a
asilandi ve 37 °C’de 18 saat inkiibe edilen kulturler

antibakteriyel etkinin tespit edilmesi amaciyla
kullanildi. Bakteri suglarinin saflagtirilip
cogaltilmasinda ve antibakteriyel etkinin

belirlenmesinde Nutrient Agar (NA) kullanildi.

Antifungal Aktivite testinde kullanilan

mikroorganizma

Antifungal aktivite testi i¢in Candida albicans ATCC
10239 susu kullanildi.

Candida albicans, gesitli viriilans faktorlerine sahip
olup, bunlar1 konak savunma sistemleri tarafindan
yok edilmelerini onlemek i¢in kullanmaktadir.
Virulans faktorleri yardimiyla mikrobiyal flora ile
rekabet ederek  konagin  farkli  bolgelerinde
enfeksiyonlara neden olmaktadir (Cerikgioglu 2012).

Fungal mikroorganizmanin saflagtirilip
¢ogaltilmasinda ve antifungal etkinin belirlenmesinde
Malt Extract Agar kullanilda.

antibakteriyal

Disk difiizyon yoéntemi ile

antifungal aktivite testleri

ve

Disk diftizyon yonteminde, antimikrobiyal madde
iceren kagit diskler, test mikroorganizmasindan
hazirlanan stispansiyonun yayildigr agar plaklarin
yuzeyine belirli mesafelerde yerlestirildi. Coziintr
ekstraklar kultir ortami igine niifuz edip ve her
mikroorganizma i¢in uygun inkibasyon siiresinden
sonra, mikrobik buylime disklerin etrafindaki
inhibisyon zonu ile 6lgiildi ve kaydedildi. Diskteki
antimikrobiyal madde mikroorganizmaya etkili
oldugu duzeylerde turemeyi inhibe etmektedir. Sonug
olarak, disk g¢evresinde mikroorganizma iiremesinin
inhibe edildigi dairesel bir inhibisyon alani (zonu)

Antibakteriyal Aktivite

olustu. inhibisyon alaninin ¢api, mikroorganizmanin
duyarlilig: ile direkt olarak iligkilidir. Bu alanin ¢api
olctulerek duyarlilik sinir1 degerleriyle karsilagtirilda.
Inhibisyon alanmn biyikligine gore duyarly, orta

duyarli veya direngli olacak sekilde duyarhlik
kategorileri belirlendi (Pérez, 2016).
Mikroorganizma slspansiyonuna steril ekuvyon

¢ubugu daldirildiktan sonra, besiyerinin her yerine
yayildi (Silici ve Kog¢, 2006). Alg ekstraktinin
emdirildigi diskler, besiyeri ylizeyine yerlestirildi.
Bakteriler 37 °C’da 24 saat stire ile, Candida albicans
30°C’da 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda
olusan inhibisyon zonlari 6l¢iliip, zon ¢aplari mm
(milimetre) olarak kaydedildi.

Kontrol grubu

Pozitif kontrol grubu olarak, standart antibiyotik
diskler ve negatif kontrol grubu olarak da ¢ozgen (0.5
M Tris-HCL pH:8.00, n-Butanol, Etanol) emdirilmis
diskler kullanildi. Inkiibasyon sonucunda olusan
inhibisyon zon caplari mm (milimetre) 6lciilerek
karsilastirmalar bu zon ¢ap degerlerine gore yapildi.

BULGULAR ve TARTISMA
Antibakteriyal Aktivite

Antibakteriyal aktivite testleri ile, S. aequinoctialisin
tampon ekstraktinin, FEscherichia coli O 157:H7
uzerinde oldukcga etkili antibakteriyal 6zellige sahip
oldugu tesbit edilmistir. Staphylococcus aureus ATCC
25923 susunun en duyarlhi mikroorganizma,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susunun ise en
direncgli mikroorganizma oldugu; en etkili ¢éziiciniin
0.5 M TrissHCL pH:8.00 oldugu tespit edilmistir
(Sekil 1).

Test mikroorganizmalarinin timi S.
aequinoctialisdan elde edilen ekstraktlardan degisen
oranlarda etkilenmigtir. Bu alg turinin test
mikroorganizmalarina kars: etkili oldugu inhibisyon
zon caplar1 mm (milimetre) degerlendirilerek tespit
edildi.
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Sekil 1. S. aequinoctialise ait ekstraktlarin test bakterileri tizerinde olusturdugu inhibisyon zon ¢ap degerleri
Figure 1. Inhibition zone diameter values formed by extracts of S. aequinoctialis on test bacteria
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Antifungal Aktivite oldugu ancak n-Butanol ekstraktinin ise Candida
Antifungal aktivite testleri ile S aequinoctialisin ~ albicans ATCC 10239 dGzerinde antifungal etkiye
etanol ekstraktinin, Candida albicans ATCC 10239  sahip olmadig1 tespit edilmistir (Sekil 2).

tizerinde oldukc¢a etkili antifungal o6zellige sahip

Antifungal Aktivite

20
10
Candida albicans

B Tampon M n-Butanol Etanol

Sekil 2. S. aequinoctialise ait ekstraktlarin test fungusu tizerinde olugturdugu inhibisyon zon ¢ap degerleri
Figure 2. Inhibition zone diameter values formed by the extracts of S. aequinoctialis on the test fungus

Pozitif kontrol pH:8.00, N-butanol, Etanol) icerisinde en yiiksek
Pozitif  kontrol  caligmalari  sonucunda  her aktiviteyi tampon ¢ozeltisi ile hazirlanan ekstraktlar;
mikroorganizmanin etkilendigi ya da duyarh oldugu en disiik aktiviteyi ise N-butanol ile hazirlanan
antibiyotik disklere karsi bir inhibisyon zonu ekstraktlar gosterdi. Kullanilan test
olusturdugu gériildii (Sekil 3). mikroorganizmalar: igerisinde Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Escherichia coli O 157:H7 ve Candida
Negatif kontrol albicans ATCC 10239 duyarh, Listeria monocytogenes

ATCC 7644, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella

typhimurium CCM 5445 ise orta derecede duyarh
Calismanin  antimikrobiyal aktivite  sonuglar bulundu.

irdelendiginde; kullanmilan ¢éziiciiler (0.5 M Tris-HCL

Negatif kontrol c¢alismalarinda herhangi  bir
inhibisyon zonu olugsmadigi gozlendi.

Pozitif Kontrol
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Sekil 3. Antibakteriyal ve Antifungal Pozitif kontrol test sonuclari
Figure 3. Antibacterial and Antifungal Positive control test results

Dayuti (2018) yapmis oldugu calismada, bir kirmiz oldugunu bildirmigtir. Spirogyra ile yapilan ¢alisma

alg tiri olan Gracilaria verrucosanin cesitli ve Dayutinin g¢alismasinda, etkileyici organizmalar
¢ozuciler kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin farkli olsa da etkilenilen mikroorganizma tirleri
antibakteriyel etkisini arastirmigtir. Bu g¢alismanin arasinda  bir  benzerlik  gériilmektedir. ~ Bu
sonucunda, tim ekstraktlar arasindaki en ytksek organizmalarm,  algal  biyoaktif  bilesiklerden
inhibisyon aktivitesinin metanol ekstraktinda ve etkilendigi gézlenmektedir.

FEscherichia coli ve Salmonella typhimurium'a karsi Mansuya ve ark. (2010), yesil alglerden; Cladophora
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glomerata, Ulva lactuca, Ulva reticulata, kirmizi
alglerden; Gracilaria corticata, Kappaphycus alvarezii
ve kahverengi alglerden; Sargassum  wightii
ekstraktlarimin  disk  diftizyon  yontemi ile
antibakteriyel aktivitesini arastirmiglar ve
maksimum aktiviteyi (45 mm) Ulva reticulata su
ekstraktinin 200 mgh Salmonella typhiye Kkarsi,
minimum aktiviteyi (9 mm) ise Ulva lactuca su
ekstraktinin 50 mg1 Streptococcus pyogenese karsi

kayit etmiglerdir. Metanol ekstraktlarinin su
ekstraktlarindan daha  yliksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu rapor etmiglerdir.

Maksimum aktivite (40 mm) ZEscherichia coli ve
Streptococcus pyogenese karsiy Ulva reticulatanin
metanol ekstraktinin 200 mg'inda belirlenmistir.
Alglerin tamaminin ham metanol ekstraktlar1 tim
test patojenlerine karsi inhibe edici etki gostermis ve
Ulva reticulata ekstraktinin en etkili tir oldugu
saptanmigtir. Bununla birlikte, Ulva reticulatanin su

ekstraktimin  KEscherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa’ya kargi inhibe edici etkisinin olmadigi
bildirilmigtir. Bu c¢alismada da Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 susunun en direncli
mikroorganizma oldugu bulgusu benzerlik
gostermektedir.

Saleh ve Al-Mariri (2017)nin yaptiklar1 calismada,
Halimeda sp.’nin antimikrobiyal aktivitesi
incelenmigtir. Calismada kullanilan algin metanol
ekstraktinin, Gram pozitif bakteriler (B. subtilis, S.
aureus ve B. cereus), Gram negatif bakteriler (P
aeruginosa, E. coh), maya (C. albicans) ve kiiflere (A.
niger) kars1 antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
Halimeda sp.’nmin B. subtilis, S. aureus ve B. cereusun
biylmesini inhibe ettigini gézlenmigtir. Sonuglarin
bu calismadaki aktivite ile bir benzerlik gosterdigi
kaydedilmigtir.

Ulva reticulatanin biyolojik aktivite ¢alismasinda,
¢ozgen olarak n-butanol kullanilmis ve Salmonella
typhi, Staphylococcus aureus, FEscherichia coll,
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Bacillus cereus ve Listeria
monocytogenes bakterilerine karsi antibakteriyel
aktivitesi incelenmistir. Ulva reticulata n-butanolik
ekstraktinin, test edilen bakteri suslarina karsi
onemli bir antibakteriyel aktivite gosterdigi ifade
edilmistir. Test edilen tiim konsantrasyonlarda (25-
100 mg/ml) maksimum antibakteriyel aktivite
Escherichia coli (12 mm) ve Bacillus cereus (13 mm)'a
kars1 ortaya cikmistir (Ravikumar ve ark., 2016). Bu
calismada da diger bakteri suslarina nazaran,
FEscherichia coli O 157T:H7nin en duyarh
bakterilerden oldugu tespit edilmistir.

Patra ve Baek (2016) tarafindan yapilan calismada,
yenilebilir bir deniz yosunu olan Ulva linza (yeni adi
Enteromorpha linza)’dan elde edilen ucucu yagin gida
kaynakli patojenlere karsi antibakteriyel etkinligi
degerlendirilmigtir. Calisma sonucunda 25
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mg/disk'teki U. linza yaginin, Bacillus cereus (12.3—
12.7 mm inhibisyon bélgesi) ve Staphylococcus
aureusa (12.7-13.3 mm inhibisyon bélgesi) kars
olduke¢a aktif oldugu gorilmustur. U. linza yaginin
minimum inhibitér ve minimum bakterisidal
konsantrasyon degerlerinin 12.5-25 mg mL-1
arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada ise
Spirogyra aequinoctialisin etki oranlari,
Staphylococcus aureusa (8.0-14.0 mm inhibisyon
bélgesi) ve Bacillus subtilise (14.00 mm inhibisyon
bolgesi)kars: oldukca aktif oldugu goriilmiistiir.

Kaushik ve ark. (2008) nin bir Cyanobacteria olan
Nostoc commune ile yaptiklar1 c¢alismada test
bakterileri olarak pek cok Gram (+) ve Gram ()
bakteri kullanilmig ve en fazla inhibisyon zonu Gram
pozitif bir bakteri olan Staphylococcus aureus’a karsi
gozlemlenmistir. Bu calismada ise en duyarh
mikroorganizma Staphylococcus aureus olarak tespit
edilmistir. Sonuclar Kaushik ve ark. (2008) nin
bulgulari ile benzerlik géstermektedir.

Okunowo ve ark. (2017)nin Spirogyra setiformis ve
Navicula alglerini kullanarak yaptig1 c¢alismada,
mikroorganizma  olarak  Enterococcus  faecalis,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Escherichia
coli ATCC 25922 ve Candida albicans ve ¢6zlcl
olarak metanol kullanmilmistir. S. setiformisin
metanol ekstraktinin, S. {yphi ve C. albicans disinda
diger tim test mikroorganizmalar1 uzerinde iyi
inhibitor  aktivite  gosterdigi;  Nawvicula  spp.
ekstraktinin, tim mikroorganizmalar: inhibe ettigini
ifade edilmistir. Bu c¢alismada ise, en etkili
¢oziicinin 0.5 M Tris-HCL pH:8.00 oldugu ve
kullanilmis  olan  mikroorganizmalar1  degisen
oranlarda inhibe ettigi gorilmustir. Bu acidan
bulgular paralellik gostermigtir.

SONUC ve ONERILER

Bakteri ve mantar enfeksiyonlari toplumda sik
goriilen hastaliklardan olup, tedavileri uzun ve bazi
durumlarda da ylksek maliyet gerektirmektedir. Bu
gibi  enfeksiyonlar, hastalarin gunlik yasam
kalitesini disirmekte ve ciddi oranda mortalite ve
morbiditeye neden olabilmektedir. Bu enfeksiyonlarin
tedavisi  igin  kullanilan  antibakteriyal  ve
antifungaller sinirlh kalmakta ve yeni bilegiklerin

tanimlanmasina ihtiyag duyulmaktadir. Bu
calismada kullanilan S. aequinoctialisin
antibakteriyal ve antifungal ozellikleri agisindan

yararli bir organizma oldugu gorilmis ve bu
etkilerden sorumlu metabolitlerin izolasyonu igin
aksenik ve kitlesel {retimlerinin gerektigi; bu
agsamalardan  sonra, farmasotik  bir  Urune
dontustirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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