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1. Proje Ozeti (Proje Tanim)

El ve ayak tirnaklarindaki mantar enfeksiyonlar1 gliniimiizde olduk¢a sik goriilen bir
rahatsizliktir. Bireylerin hayat standardin1 ve viicut sagligimi etkilemektedir. Bu nedenle
tedavi edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Ancak mevcut tedavi yontemleri birgok yan etkiye
yol agmakta ve igerdikleri kimyasal maddeler sebebi ile viicuda zarar vermektedir. Bunun
yant sira tedavi siirecinin ¢ok uzun siirmesi, basari oraninin diisiik olmas1 ve enfeksiyonlarin
tekrarliyor olmasi biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Kullanilan yontemlerin dezavantajlari bu
konuda bitkisel bir ¢oziimii gerekli kilmistir. Bu sebeple projede antifungal ve antibakteriyel
ozellik gosteren sarimsak, zerdecal, Hindistan cevizi, ¢ay, thlamur, ada ¢ayi, lavanta, karanfil
ve ceviz gibi bitkilerin kullanilabilirliginin incelenmesi ve alternatif bir tedavi yonteminin
ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bitkilerden kremler {iretilerek hastalarin kullanimina uygun
bir {iriin elde edilmistir.

2. Problem Durumunun Tamimlanmasi:

Tirnaklar, parmagin u¢ kisimlarindaki damar ve kaslart korumakta, dokunusu
destekleyerek duyarliligi arttirmakta, kavrama ve koparma gibi eylemlere katki saglayarak
pek cok aktivitenin gerceklestirilmesine yardime1 olmaktadirlar. Bu nedenle tirnak dokusunun
bozulmasi bir¢ok problemi de beraberinde getirmektedir( Karadag Kose ve Giileg,2016)

Tirnak hastaliklarinin yaklasik olarak %50 sini onikomikoz kapsamaktadir. Her ne kadar
iilkelere gore goriilme siklig1 degisse de Avrupa’da niifusun %10-30" unu etkilemektedir.
(Kanc1 Bozoglan,2018;Kodan ve ark.,2019).

El ve ayak tirnaklar1 keratin yapili olmalarindan dolay1 fungal enfeksiyonlarin en ¢ok
gortildiigii yerlerden bir tanesidir. El ve ayak tirnaklarinda rastlanan mantar enfeksiyonlarina
“Onikomikoz” ismi verilmekte ve genellikle dermatofitler tarafindan meydana gelmektedir.
Bununla birlikte az siklikta kiif (Candida spp. tiirli) ve maya mantarlarindan kaynaklanan
enfeksiyonlar da goriilebilmektedir. (Y1ldiz,2010; Karadag Kose ve Giileg,2016).

Genellikle tirnak plagimin renk degistirmesi ve kalinlagsmasi ile belirginlesen rahatsizlik,
zamanla kolayca kirilabilen ve ufalanabilen tirnaklarin olusumuna sebep olur. Bunun yani sira
ilerlemis enfeksiyonlarda agriya da sebep olabilmektedir. Tedavi edilmemesi durumunda
tirnakta kalict hasar olusumuna, tirnagin islevlerini yerine getirememesine hatta tirnak
kaybma bile yol acabilmektedir. Ozellikle kullanilan ilaclar veya baska sebeplerle bagisiklik
sistemi zayiflamig bireylerde viicudun diger bolimlerinde de ciddi enfeksiyona neden
olabilmektedir. Tiim bu fiziksel etkilerin yaninda, tirnak mantariin psikolojik etkileri de
bulunmaktadir. Estetik ac¢idan hos goriinmeyen hastalikli tirnaklar, insanlarin 6zgilivenini
diisiirmekte ve sosyal yasamini olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle onikomikozun teshis ve
tedavisi biliyllk Onem tasimaktadir(Parashar ve ark.,2012; Kanc1 Bozoglan,2018;
Tayfur,2020).

Onikomikozun tedavisinde genellikle oral ve topikal tedavi yontemleri kullaniimaktadir.

Oral tedavi agiz yoluyla alinan ilag tedavisini belirtmektedir.Kullanilan ilaclar tat
degisikligi, bulanti, bas agris1 ve karaciger enzimlerinin yiikselmesi gibi bir¢cok yan etkiye ve
ilag etkilesimlerine sebep olabilmektedir. Bunun yani1 sira oral tedavi yiiksek maliyet ve uzun
stirede sonuca ulasilmasi gibi problemleri de barindirmaktadir.



Topikal tedavi, ilag etken maddelerinin tirnak yiizeyine uygulanmasini kapsamaktadir. Bu
yontemde ilactaki etken maddenin tirnagin kompakt yapisini agarak enfekte bolgeye ulagsmasi
gerekmektedir. Ilacin tirnak yatagina ulasmasi zor ve uzun zaman almakta, bu durum
tedavinin etkinligini azaltmaktadir. Bu yontemde genellikle tirnak cilalart kullanilmaktadir.
Ancak bu cilalar tirnak kivrimi ve tirnak yataginda kizariklik, agri, dokiintii ve kasintiya;
tirnakta ise sekil ve renk bozukluklarina yol acabilmektedir.(Karadag Kose ve Giileg,2016;
Kanci1 Bozoglan,2018; Kodan ve ark.,2019)

3. Coziim

Kullanilan yontemlerin dezavantajlari, bu konuda dogal ve bitkisel bir ¢éziim arayisina
gidilmesine sebep olmustur. Bu nedenle projede farkli bitkilerin tirnaktaki fungal
enfeksiyonlart tedavi etmede kullanilabilirliginin incelenmesi ve bitkisel kremler iiretilmesi
hedeflenmistir.

Yapilan arastirmalar sonucunda projede, “Eger el ve ayak tirnak mantar1 enfeksiyonlarina
kars1 bitkisel etken maddeli kremsi materyaller kullanilirsa, kimyasal etken maddeli kremlere
alternatif olabilecektir.” hipotezi kurulmus olup kontrollii deneyler gerceklestirilmistir.

4. Yontem
Deney basamaklari ise Tablo-1’de belirtilmistir.
Tablo-1: Deney siirecinde gergeklestirilen ¢alismalar

Deney Basamaklari

. Bitki ekstraksiyonunun gergeklestirilmesi

. Tirnak mantar1 kaynaklarinin temini

. Besiyerlerinin hazirlanmasi

. Tirnak mantar1 kaynaklariin besiyerinde ¢ogaltilmasi

. Bitki ekstrelerinin tirnak mantarlari tizerindeki etkisinin incelenmesi
. Antioksidan aktivite analizi
. UV-VIS spektrofotometre ile yogunluk analizi

N[O |W|IDN|

. Bitki ekstrelerinden kremsi materyallerin iiretimi
9.Bikisel Kremsi Materyallerin In Vivo alerjik etki tespiti

4.1.Bitki ekstraksiyonunun gerc¢eklestirilmesi

Hindistan cevizi kabugu, limon kabugu, karanfil, lavanta ¢icegi, ada c¢ay1 ¢igegi, cay
yapragi, ceviz kabugu i¢ zari, ithlamur ¢icegi ve zerdegal kokii temin edilmis olup kuru
ortamda 1 hafta havalandirilmis ve 1 hafta siireyle de giineste bekletilerek neminin tamamen
uzaklagsmasi saglanmistir. Her iki siirecte de bitkilerin her ylizeyinin havalanmasi icin el
yordamiyla karigtirilmistir.

Kuruyan bitkiler el degirmeni yordami ile toz haline getirilerek 50g alinmis, soxhlet
ekstraksiyon diizeneginde 500ml etanolde 2000C’de 4 kez ¢o6zdirilerek ekstreleri
cikarilmigtir. Ardindan, rotary evaporatdr yardimiyla 600C’de ¢oziiciisti buharlagtirilmistir.

4.2.Tirnak mantar1 kaynaklarinin temini
El ve ayak tirnaklarindan alinan siirtintii 6rnekleri, Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi’nden
temin edilmistir.(Resim-1, Resim-2)



Resim-1: Ayak Tirnag: Siiriintii Ornegi

4.3.Besiyerlerinin hazirlanmasi
Miieller hinton agar, toz halde temin edilmis ve {izerindeki prosediire gore hazirlanip
otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.

Resim-2: El Tirnag Siiriintii Ornegi

4.4.Tirnak mantar1 kaynaklarinin besiyerinde ¢ogaltilmasi
El ve ayak tirnak siiriintilerinden alinan mantar numuneleri, Mcfarland cihazi
kullanilarak 0.5 Mcfarland’da saf suda ¢ozdiiriilerek soliisyonlar hazirlanmistir. Bu mantar

sollisyonu, miieller hinton agar lizerine ¢izgi plak yontemi ile ekilmistir.

mantarlara ana kiiltiir ad1 verilmistir.

Ureyen bu

4.5.Bitki ekstrelerinin tirnak mantarlari iizerindeki etkisinin incelenmesi
Ana kiiltiirden alinan mantarlar iizerine ,disk difiizyon yontemi ile Tablo-2"de ifade edilen

deney gruplari uygulanmistir. Besiyerlerine ekimi yapilan mantarlarin, 24 saat boyunca
37°C'de iiremeleri beklenmistir. Deney, 3 kez tekrarlanmistir.

Tablo-2: Deney gruplari

NUMUNE KAYNAGI

El tirnak siiriintiisii

Ayak tirnak siiriintiisii

BITKI
TURU

Limon kabugu ekstresi iceren disk(1.grup)

Limon kabugu ekstresi iceren disk(11.grup)

Zerdecal kokii ekstresi iceren disk(2.grup)

Zerdecal kokii ekstresi iceren disk(12.grup)

Cay posasi ekstresi igeren disk(3.grup)

Cay posasi ekstresi igeren disk(13.grup)

Hindistan cevizi kabugu ekstresi icerenHindistan cevizi kabugu ekstresi igeren
disk(4.grup) disk(14.grup)

Sarimsak igeren disk (5.grup) Sarimsak igeren disk (15.grup)

Adagay1 yapragi ekstresi igeren disk(6.grup)  |Adagay1 yapragi ekstresi iceren|

disk(16.grup)

Thlamur yapragi ekstresi igeren disk(7.grup)

[hlamur yapragi ekstresi igeren disk(17.grup)

Ceviz kabugu 1i¢ zar1 ekstresi igeren

disk(8.grup)

Ceviz kabugu i¢ ekstresi igeren

disk(18.grup)

zari

Lavanta yag1 i¢eren disk(9.grup)

Lavanta yag1 i¢eren disk(19.grup)

Karanfil yagi iceren disk(10.grup)

Karanfil yagi iceren disk(20.grup)

Piyasadan temin edilen ilag krem (Kontrol-1)

Piyasadan temin edilen ila¢ krem(Kontrol-2)




Resim-3: Mantarlarin etiivde inkiibasyonu

24 saatin sonunda bu mantarlarin bitki ekstreleri etkisi altindaki {iremeleri
gozlemlenmistir.. G6zlemler sonucunda, ayak tirnak mantarlari iizerinde, tiim bitkilerin tireme
durdurucu etkisinin oldugu gézlemlenmistir.

.

Resim-4: Ayak tirnak mantarimin tiremesi tizerinde bitki ekstrelerinin etkisi(24.saat)

El tirnak mantarlar1 tizerinde de, tim bitkilerin tireme durdurucu etkisinin oldugu
gbzlemlenmistir.

Resim-5: El tirnak mantarinin iiremesi tizerinde bitki ekstrelerinin etkisi(24.saat)

Kontrol grubu olarak belirlenen el tirnak ve ayak tirnak mantar kremlerinde de lireme
gbzlemlenmemistir.

Ayni calismada, mantarlarin normal sartlarda aynmi etiiv ve ayni besiyerinde iireyip
iremedigini ve deneyde hata olup olmadigini tespit etmek amaciyla, deney siirecinde es
zamanl olarak, sadece saf su daldirilan diskler de mantarlar {izerine yerlestirilmis ve lireme
gbzlemlenmistir(Resim-6).

Resim-6: Tirnak mantarlar1 tizerinde saf suyun etkisi(24.saat)



4.6.Antioksidan aktivite analizi
Bitki ekstrelerinin kremsi materyal olarak kullanimlarinda antioksidan igeriginin etkili
olup olmadigini tespit etmek amaciyla, antioksidan aktivite analizi yapilmistir. Bitkisel
orneklerin antioksidan kapasitesi, gii¢lii bir serbest radikal olan DPPH (2,2 — difenil-1- pikril
hidraliz)  noétrlesmesi  igleminin  spektrofotometik ~ olarak  Ol¢iimii  ile  tespit
edilmistir.(Karakulak, 2009; Sevim, 2011).
Sonuglar Tablo-3’te verilmistir.

Tablo-3: Bitki ekstrelerinin toplam antioksidan kapasiteleri

Deney Grubu Toplam Antioksidan Aktivite (%)
Limon kabugu ekstresi iceren disk(1.grup) 82
Zerdecal kokii ekstresi iceren disk(2.grup) 84
Cay posasi ekstresi igeren disk(3.grup) 67
Hindistan cevizi kabugu ekstresi  igeren 74
disk(4.grup)
BIiTKIi [Sarimsak iceren disk (5.grup) 94
TURU |Adagay yaprag ekstresi igeren disk(6.grup) 90
Thlamur yapragi ekstresi igeren disk(7.grup) 87
Ceviz kabugu i¢ zarnt ekstresi iceren 72
disk(8.grup)
Lavanta yagi i¢eren disk(9.grup) 89
Karanfil yagi igeren disk(10.grup) 91

Tablo-3’e gore tim bitkilerin antioksidan igerigi tespit edilmekle birlikte, en yiiksek
antioksidan aktivite, sarimsak ve karanfilde gozlemlenmistir.

4.7.UV-VIS Spektrofotometre ile yogunluk analizi
Bitki ekstreleri deneyde esit dozda kullanilmistir. Ancak esit dozda olmalaria karsilik
icerdikleri etken maddelerin farkliliginin deney sonucunu nasil etkiledigini yorumlamak nitel
olarak zordur. Bu sebeple, bitki ekstreleri, UV-VIS spektrofotometrede(RIGOL), “spektrum”
ayarinda absorbanslari 6l¢iilerek, kontrol olarak belirlenen saf su ile karsilastirilmis ve aradaki
farklar1 alinmistir. Ardindan, tiim bitki ekstreleri i¢in alinan sonuglar birbiri ile
karsilagtirilmistir. Tablo-4’te ¢calisma sonuglari ifade edilmistir.

Tablo-4: Bitki ekstrelerinin absorbans degerleri

Deney Grubu Ekstrelerin pik degerleri (nm, dalga boyu)
Limon kabugu ekstresi i¢eren disk(1.grup) 370
Zerdecal kokii ekstresi iceren disk(2.grup) 390
Cay posast ekstresi igeren disk(3.grup) 389
Hindistan cevizi kabugu ekstresi igeren| 386

BiTKIi [disk(4.grup)

TURU [Sarimsak iceren disk (5.grup) 382
\Adacay1 yapragi ekstresi igeren disk(6.grup) 389
Thlamur yapragi ekstresi i¢eren disk(7.grup) 376
Ceviz kabugu i¢ zann ekstresi igeren 380
disk(8.grup)




Lavanta yag1 i¢eren disk(9.grup) 388

Karanfil yagi iceren disk(10.grup) 390

4.8.Bitki Ekstrelerinden kremsi materyallerin tiretimi
Yapilan arastirmalar ve goriismeler sonucunda, Tablo-5’te belirtilen oranlarda krem bazl
materyal yapilmasina ve igerigine bitki ekstrelerinin eklenmesine karar verilmistir(Ergiin vd,
2010).

Tablo-5: Krem bazli materyal igerigi

Icerik Oran % ()
Setil mum esteri 11.75
Balmumu 13.5

S1v1 Parafin 63.25

Saf Su(veya bitki ekstresi) 115

Tim krem bazli materyaller 100’er gram olarak hazirlanmis olup, icerigindeki bitki
ekstreleri, Tablo-5’te belirtilen deney gruplarina gére materyaller gruplandirtlmistir.
Her grup igin, hassas terazide 11.75g setil mum esteri tartilmistir. Uzerine 13,5g balmumu ve
63,25g s1v1 parafin eklenerek manyetik karistiricili 1siticida homojenize edilmistir. Ardindan
deney gruplar i¢in esit hacimlerde falkon tiiplerine ayrilmis ve iizerilerine bitki ekstreleri
eklenerek su banyosunun sicakligi 50°C’de sabit tutularak 45 dakika bekletilmis ve ardindan
manyetik karigtiricida kanistirilarak tiim  gruplarin  krem bazli materyalleri homojenize
edilmistir.

Resim-7: Kremsi Materyal Ornekleri

4.9. Bitkisel Kremsi Materyallerin In Vivo Alerjik Etki Tespiti

Ayak mantarlari ile miicadelede kullanilmasi hedeflenen bitki ekstrelerinin insan {lizerinde
herhangi bir alerjenik etki olup olmadig1 hakkinda fikir sahibi olmak ve etik kurallar geregi
insanlarda denemenin gerceklestirilemeyecegi icin bu calismada, sinyal proteinlerini ve
patojenleri tanimada insanlarla homolog genlere sahip olan Galleria mellonella (Mikulak vd,
2018) larvalarinin model organizma olarak kullanilmasina karar verilmistir. Standart(STD)
Besiyeri olarak Bronskill’in gelistirdigi besiyeri olan olan petek, bal, kepek, gliserin ve su
kullanilmigtir(Nurullahoglu ve Susurluk, 2004). Bu besiyerine ek olarak larvalarin sondan
3.segmentindeki ayaklarina bitki ekstrelerinden 3l enjekte edilmistir. Kullanilacak ideal doz,
deneyerek bulunmustur. Resim-8 (a)’da 1. giin bulgusu, Resim-8 (b,c,d,¢)’de 7. giin bulgular
verilmistir. G. Mellonella larvalarinin melanizasyon derecesi, mortalite gibi baz1 parametreler
sayesinde saglik durumunun belirlenebilmesi gbz Oniine alinarak, larvalarin iizerinde bulunan



siyah lekeler nitel gozlem ile belirlenerek saglik durumlar1 degerlendirilmistir (Kavanagh ve
Sheehan, 2018). Resim-7’ye gore 7.giin sonunda rengi en agik olan grup hindistan cevizi
kabugu ekstresi enjekte edilendir.

o :
a=1.glin b= kontrol c= Grup-1 d= Grup-3 e=Grup4

4.10. Tartisma (Sonuc)

Kontrollii deneyler sonucunda, ¢aligmada kullanilan bitkilerin el ve ayak tirnaklarindaki
fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilir oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin
mevcut piyasa iriini ile aynmi etkinligi gostermesi, bu bitkilerden elde edilen bitkisel etken
maddeli kremsi materyallerin kimyasal etken maddeli ilaclar yerine kullanilabilecegini
gostermektedir. Bu sonuclar hipotezimizi desteklemektedir.

Yapilan antioksidan analizi sonucunda kullanilan bitki ekstrelerinin antioksidan
aktivitesinin yliksek oldugu tespit edilmistir. Bu durumun bitki ekstrelerinin tirnak
mantarlarina kars1 kullanilabilir olmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

5. Yenilik¢i (Inovatif) Yonii

Calismada elde edilen iiriin, piyasadaki mevcut tedavi yontemleri ile daha saglikli ve
bitkisel icerikli olmasi ile ayrilmaktadir. Bitkisel kremlerin tirnak mantari enfeksiyonu
bulunan kisiler tarafindan kullanilmasi, onlarin daha kolay ve kimyasal maddelere maruz
kalmadan bu hastalig1 atlatabilmelerini saglayacaktir. Bunun yani sira diisiik maliyeti ile
ekonomik anlamda zorluk ¢ekmeden tedavi olmalarina yardimci olacaktir.

6. Uygulanabilirlik

Elde edilen sonuglar ilerleyen ¢alismalarda insanlar {izerinde yapilan klinik ¢aligsmalar ile
desteklenebilirse tiretilen bitkisel etken maddeli kremler, tirnak mantar1 enfeksiyonuna sahip
bireylerin kullanimina sunulabilir. In vivo ortamda, model organizma olan Galleria mellonella
larvalar lizerinde yapilan alerji deneylerinin sonucunda en fazla acik renkli bdlge bulunan,
dolayisiyla en ¢ok fayda géren grubun hindistan cevizi ekstresi enjekte edilen grup oldugu
goriilmiistiir ve tim bitkilerin ve bitki birlikteliklerinin alerjik etki gostermedigi tespit
edilmistir.

Kremlerin igeriginde bulunan bitkilerin iilkemizde cokg¢a bulunmasi, diisiik maliyetli
olmasi ve yan etkilerinin sinirli olmasi projenin uygulanabilirligi a¢isindan bir avantajdir.
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7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Krem Bazli Materyal Icerigi Maliyet
Setil mum esteri (11,75 gr) 1,4TL
Balmumu(13,5 gr) 16 TL
S1v1 parafin(63,25 gr) 45TL

Bitki ekstresi(11,5 gr)

Yukarida belirtilen iirtinler kullanilarak 100 gr krem elde edilebilmektedir. Bitki ekstreleri
bitkilerin gennellikle atik olarak goriilen bolimlerinden elde edilmis olup ekstra bir harcama
yaptlammustir. 100 gr kremsi materyalin maliyeti yaklasik 7,5 TL olarak hesaplanmistir.
Uretilen kremler piyasada kullanilan tirnak mantar1 kremlerine oranla oldukca diisiik
maliyetlidir.

Tablo-6’da projenin ¢alisma siirecinde gergeklestirilen deney basamaklari gosterilmistir
Tablo-6: Proje zaman gizelgesi
Tarih Gergeklestirilen deneysel ¢calisma

Eyliil-Ekim 2021 Bitki  ekstraksiyonunun  gergeklestirilmesi, = Tirnak  mantari
kaynaklarinin temini

Kasim-Aralik 2021  Besiyerlerinin hazirlanmasi, Tirnak mantar1 kaynaklarinin besiyerinde
cogaltilmasi

Ocak —Mart 2022 Bitki ekstrelerinin tirnak mantarlar1 lizerindeki etkisinin incelenmesi,
Antioksidan aktivite analizi, Refraktometre ile yogunluk analizi, Bitki
ekstrelerinden kremsi materyallerin iiretimi

Nisan 2022 Bitkisel kremsi materyallerin In Vivo alerjik etki tespiti

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Calismada bitkisel etken maddeli kremler, basta tirnak mantar1 enfeksiyonunun hizla
iireyebilecegi nemli ve kalabalik ortamlarda bulunmak durumunda olan bireyler olmak iizere
tirnak mantari enfeksiyonuna sahip tiim bireylerin hastalig1 daha kolay ve kimyasal maddelere
maruz kalmadan hastalig1 atlatabilmeleri i¢in iiretilmistir.

9. Riskler

Kremi kullanan hastalar alerjik reaksiyonlar gosterebilir. Etik kurallar geregi insanlar
iizerinde deneme gergeklestirilememis olup model organizma olarak belirlenen Galleria
mellonella larvalar1 {izerinde alerjik etki tespiti deneyleri yapilmistir. Deneyler sonucunda
kullanilan tiim bitkilerin alerjik etki gostermedigi tespit edilmistir. Ilerleyen asamalarda
tiretilen kremlerin alerjik etki tespiti insanlar tizerinde yapilan testlerle belirlenebilir.
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