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GIRIS VE AMAG

Bilim Dalimizda, saponozit tagiyan bitkilerin kimyasal ya-
pisi lzerinde aragtirmalar yapilmaktadir. Bu aragtirmalar sonucu
Gypsophila sryostii Guss. var. nebulosa (Boisa.aHeldr.) Bark, ,

Gypsophila bicolor (Freyn.sSint.) Grossh.,Gypsophila eriocalyx

Boiss.,Gypsophila perfoliata L.,Polygala pruinosa Boiss. ssp,
pruinosa J.Cullen ve Saponaria kotschyi Boiss.'e ait ham sapono-
zitler elde edilmig ve yapilar ayd1nlat11m1$t1r? :

Saponozitlerin antifungal etkileri ve bu etkilerin aragti-
rilmas1 son yillarda Gnem karanmistir ( 3,8,10,15,19,24,37 ),

Yukarida belirtilen tiirlerin ham saponozitlerinin antifun-
gal aktiviteleri lizerinde herhangibir galisma,K bulunmamaktadar..
Arajtirmamizin gayelerinden biri,bu ham saponozitlerin antifungal’
aktivitelerininAtayini olmugtur. '

a‘gxpsoghila Turleri Uzerinde Yapilan Galigmalar:Dog.Dr.Ekrem
Bezik ,S.kotschyi Boiss.Uzerinde Yapilan Galigmalar: .Galig,
Hacettepe Universitesi Safflik Bilimleri Fakiiltesi,Farmakognozi
Proprami--Ankara (1978)(Y6netici Dog.Dr.E.Sezik),P.pruinosa Boiss,
88p. pruinosa J.Cullen Uzerinde Yapilan GallsmaIﬁr:E.YesiIada,
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleril Fakiltesi,Farmakognozi
brogrami Ankara (1979)(Yonetici Do¢.Dr.E.Sezik).



Diger turuftun,saponozitlerin antifungal aktivitelerinin
tayini igin Ulkemizde ve Bilim Dalimizda herhangi bir aragtirma
yapilmamigtir. Antitungal aktivitenin tayininde Xullanalabilecek
yontemlerin laboratuvarlaramiz gartiarinda uygulanabilirligi de
aragtirilmamiytir,

~ Aragtirmamizain bir bagka gayesini de, antifungal aktivite
'_tayiﬁi igin kullanilan ybntemlerin uygulanmasi ve daha sonraki
arastlrmalarlmlzda kullanilabilecek, laboratuvar gartlarimiza
- uygun, yontemlerin tespiti tegkil etmektedir.

Yukarida belirtilen sebeplerden dolayi,aragtirmamiz labora-
buvarlarimiz yartlarine uygun antifungal aktivite tayin ybmtemle-
rinin tespiti ve Bilim Dalimizda elde edilen ham saponozitlerin
antifungal aktivitelerini tayin etme amacina yonelik olarak plan-
lanwigtar. ‘




TEORIK BILGILER



' ORIK BILGILER

Teorik bil;iler kisminda antifungal aktivite tayininde kul-
lanilan yontemter genel olarak incelenmmigtir. Bumun yanisire,tri-
terpenik ssponozitler veya buniari taglyan ekstrelerin antifungal
aktivitelerini tuyin i¢in kullanilan defisik ydntemler de aragti~
rilmig ve bu konuda toplanan bilgiler Ug degisgik grup altinda bir
araya getiriimiytir: Aragtirmamizda kullanilan saponozitler iize -
rinde yapilan galigmalar, aragtirmamizda kullanilan funguslar ile
ayn1 cinsten olan funguslarin kullanildipas aragtirmalar ve diger
fungusliarin kullanildigi aragtirmalar.

Yukarida beiirtilen arastirmalarda, ¢aligmamiz bakimindan,
kullanilan yontem ve funpuslar onemli oldupu igin, hazirlanan tab-
lolara sadece bu bilyiler dahil edilmigtir.

Antifungal Aktivite Tayininde

Kullanilan Yontemler.

Antifungai aktivite tayininde kullanilan ySntemler ig ana
grup altinda toplanabilir: Diflzyon, dilisyon wve biyootografi yon-
temleri,



P

Bu ana yontemler d¢ uygulamadaki bazi farkliliklardan dolay:i alt
gruplara ayrilirlar.

Bu kisimda, antifungal aktivite tayininde kullanilan yén -
temlerin esasina ait bilgiler ( 1,2,16,17,18,23,28,29 ) xisa

bir gekilde verilmigtir.
Difuzyon Yiéntemleri

Belirli miktarda fungus ile inokiille edilmig besiyeri iizeri~
ne defigii konsantrasyonlardaki, antifungal aktivitesil tayin edi- |
lecek wadde konur. Belirli gartlarda inkiibasyona barakilir., Madde-~
nin besiyerine diflzyonu sonucunda, fungusun blyilimesinin inhibisyo~
nunun 6lgulmesl, maddenin etkisini ve bu etkinin degerini gbsterir.

Difiuzyon yontemleri alti alt gruba ayrilabilir:Bitki dokula-
rinin tatbikl,slizgeq kagadi yeridi yOntemi,meyilli tabaka ybntemi,
silindirik tsbaka yintemi,oyuk yontemi ve kagit disk ydntemi.

Bitki Dokularinin Tatbiki Yontemi:Bitkinin tagidigal antifun-
gal maddenin bulundupu kisimdan alinan kesitler, fungus ile inokii-

le edilmis agarli besiyeri lizerine konur, sistem inkiibasyona bira-
kilir. Inkiibasyon sliresi sonunda dokulardan besiyerine difiize olan
antifungal maddelerin meydana getirdikleri inhibisyon zonlari &lgii-
lir.

Suzpeg Kagardr geridi Yontemi:Denenecek madde ¢dzeltisi siizgeg

kagidindan geritlere emdirilir,slzge¢ kagaitlari petri kutularaindaki
agarll besiyerinin ortasina yakin bir gekilde yerlestirilir.Fungus
Oze ile sizge¢ kagidina dik bir agi yapacak gekilde zigrag yaparak
besiyeri iizerine ekilir, sistem inkiibasyona birakilir.lnkiibasyon

" slresi sonunda meylans pelen inhibisyon alanlari dleiiliir,

Meyilli labaks Yountemi:Petri kutulari meyilli bir sekilde ko=~

nur. Ig¢lerineé agarli besiyeri dokiiliir,besiyerinin petri kutusunun
tabanini wmeyilli bir tabaka halinde tam olarak kaplamasi saglanir,
katllagmaya birakilipr., Bu tuabakanin izerine, denenecek maddenin
bellil bir dilisyonunu tagiyan agarli besiyeri ilave edilir,katilag-



tiktan sonra lzerine fungus ekilir,inkiibasyona birakilir.Ureme
‘sonucu, antifungal maddenin meyilli besiyeri ig¢inde bulunmasindan

- doffan konsantrasyon farkliliklarina gore meydana gelen defigik in-

" hibisyon zonlur. olyular.

©ilindirik Tubaka Yontemi:Fungus ile inokiile edilmig agarla

besiyerine iki ucu agik cam veya porselenden yapilmig,belirli hac-
we  sahip,kiguk silindirler yerlegtirilir. Silindirlerin igleri
denenecek maddenin belirli konsantrasyonlarindaki ¢tzeltileri ile
doldurulur, inkubasyouna birakilir. Inkidbasyon sliresi sonunda mey-—-
dana gelen inhibisyon zonlar: 6lqﬁlerek sonuglar hesaplanair.

Oyuk Yontemi:unceden belli bir miktar fungus ile inokiile

edilmig agarli besiyeri petri kutularina dcokiulir,

Begiyerine oyuklar iki gekilde yapilabilir: Dékiimden once
petri kutusu igiune y.rlestirilen standart ¢apli silindirler,agar
donduktun sonra yirkearilir veya besiyeri katilagtiktan sonra silin-
dirler besiyeri uzerice bastirilar, egit ¢aptaki parcaciklar ali-
narak oyuklar meydoena getirilir,

Bu oyuklara denenecek maddenin degigik konsantrasyonlarda-
ki ¢ozeltilerinden belli miktarlarda ilave edilir,sistem inkiibas-
yona virakilar. Inkilbasyon siresi sonunda meydana gelen inhibisyon
zonlarinin ¢aplary Olgilerek gonug hesaplanar.

Kagit Disk Yontewi:Fungus ile inokiile edilmig besiyeri,

petri kutusuna ddkiilir,lzerine uygun araliklar ile denenecek mad-
denin belli konsantrusyonlarindaki ¢8zeltileri ile islatilmig ve
kurutulmug standart ¢apliy kaffit diskler yerlegtirilir. Sistem in-
kilbagyona birakilir.lnkiibasyon siiresi sonunda meydana gelen inhi-

bisyon zonlarinin gaplari ¢lgudlir,
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Dilisyon Yontemleri

Belirli miktarlarda antifungal madde tagiyan sivl veya kata
besiyeri ile hazirlanmi; seriler,belirli miktarda fungus ile ino~
kiile edilir.Fungusun ozelliklerine gore inkiibasyona birakilir.

Inkiilbasyon siiresi sonunda fungusun {iremesinin inhibisyonu-
nun 6l¢lilmesi,antifungal maddenin etkisi ve bu etkinin degerini
pogterir.ivy beslyeri ile tupte yapilan deneylerde sonuglar minimal
inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) tespiti ile degerlendirilir,

Bu yontemler birkag gekilde uygulansbilir:Sivi diliisyon(tiipte
veya petri kutusunda), agarli dilusyon yontemleri.

Tipte Sivar Dilusyon Yontemi:Antifungal maddeyi degigik dilus-

yonlarda tagiyan sivi besiyeri ile uygun bir seri hazirlanir. Bu se-
rideki tluplere ayri miktarda fungus ilave edilir,inkiibasyona biraki-
lir. Ureme sonucu meydana gelen bulaniklik nefelometre tiipleri ile
nukayese edilerek, tirbidimetrik veya spektrofotometrik olarak 8lgi-
lebilir. Buradan da maddenin en etkili oldugu dilisyon tespit edilir,
Hi¢ bulaniklik (dolayisiyla lreme) gostermeyen tipteki diliisyon

MIK ( Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu ) olarak kabul edilir,

Bu yodntem antifungal aktivitenin Olgulmesinde kullanilan ucuz
ve basit bir yontemdir. '

Petri Kutusunda Sivi Dilisyon Yontemi:Antifungal maddeyi de-~

ffigik dilusyonlarda Layiyan sivi besiyeri ile uygun bir seri petri
kutularina hazirlanir. Fungus kiiltirinden alinan belli biyuklukteki
miselyum pargaluari besiyeri ilszerine konur,sistem inkiibasyona biraki-
lir. Inkibasyon silresi sonunda meydana gelen miselyumlar sizilerek
besiyerinden kurtarilir, kurutulup tartilir.Sonug¢lar,kontrol ( anti-
fungal madde tagaimayan besiyeri) deki lireme ile kargilagtirilarak

% miselyal Ureme Uzerinden hesaplanir.



Aparla Dililsyon Yontemi: Degisik konsantrasyonlardaki anti-

fungal maddeyi tasiyan agarli besiyeri petri kutularina dokiilerek
bir seri hazairlanir. Ayni biyliklikteki miselyum pargalari petri
"kutusundaki besiyerinin merkezine konur,sistem inkiibasyona biraki-
lir. Inkiibasyon sliresi sonunda, sonu¢ ya meydana gelen miselyumla-
rin kapladiklari alanin Olgilmesi veya petri kutusunda sivi diliis-
yon yonteminde oldupu gibi gravimetrik yolla he:éplanlr.

Biyootoprafi Yontemleri

Bu yontemlerde antifungal aktivitesi tayin -edilecek madde-
ler kromatografi veya elektroforez yontemleri ile Dbirbirinden aye~
rilair, Elde edilen kromatogramlar ilizerinde aktivite tayini deney-
leri yapilir.Bu yodntemin de defigik uygulamalari bulunmaktadir,

Bumlardan kaffit kromatografisi, ince tabaka kromatografiai ve

elektroforez ii¢ ana grubu teskil eder.

Kapgit Kromatoprafisine Dayanan Yontem:Belli miktarda fungus

1le inokile edilmis aparli besiyerleri petrl kutularina dokiiliir,
katilaguways birakilair, antifungal maddenin uygun bir solvandaki
belirli dilusyonlari kagit kromatografisine tabi tutulur,kurutulan
kromatogramlar, tatbik noktasi ortada kalmak lUzere boyuna geritler
" ne paralel olarak petri kutularinin ig¢indeki agarli besiyerinin
{izerine dikkatle yerlegtirilir. Maddelerin kromatogramdan besiyeri-
ne difiize olmalara ig¢in bir siire beklenir,slire sonunda kromatogram-
lar alinar,besiyerleri inkiibasyona barakilir. Inkiibasyon siiresi
sonunda meydana gelen inhibisyon alanlari dlgiuliir,

Ince Tabaka Kromatografisine Dayanan Yontem:Cam plaklar

uygun blr adsorbun 1le kaplanir, aktive edilir. Antifungal madde
iyi ¢oziindiipi bir solvanda hazirlanmsg degisik diliisyonlardaki
gbzeltileri halinde plapga esit miktarlarda tatbik edilir. Plaklar.
uygun bir solvan sisteml ile siiriklenir,kendi hallerinde birakila-
rak kurutulur, ‘



Difter taraftan, kromaiografide kullanilan cam plaklarain
boyutlaraindaki, gergeveli cam plaklar belli miktarda fungus ile
inokiile edilmis aparli besiyeri ile belli kalinlikta kaplanir,kati-
lasmasi beklenir. Siridklenmig ve kurutulmug plaklar,adsorban i¢ yi-
ze gelmek lizere, besiyerli plaklar uUzerine kapatilir. Kromatogram—
daki adsorbanin besiyerine yapigmasini o6nlemek igin plaklar arasi-
na,aynit boyutlarda, ince bir slizge¢ kagidi konur, Antifungal madde-
nin besiyerine difiize olmasi igin bir siire beklenir,bu siire sonun-
da adsorbanli plaklar alinir, besiyerli plaklar uygun isida ‘inkﬁbas—
yona barakilar, Inkiibasyon siresi sonunda meydana gelen inhibisyon

alanlari isaretlenir.

Elektroforeze Dayanan Yontem:Destek faz olarak kagit,selii-
loz asetat,nigasta,aliminyum oksit, jelatin,silikajel ve degigik
tipte aparlar kullanilarak yapilan bir elektroforez yodntemidir,

En iyi sonug agar ile alinmaktadir.

" Yontemde,aparly vasatin ylzeyine numunenin belli dilisyon-
lary tatbik edilerek uypun siddetteki bir akim belirli bir siire
tatbik edilir, Elde edilen kromatograma, denenecek fungus ile ino-
kile edilmis ikinci bir kat agarli besiyeri doékiilerek sistem inkii-

basyona barakilir. Inkiibasyon siiresi sonunda antifungal madde leke-

leri, inhibisyon zonu geklinde belirir.

Aragstirmada Kullanilan Saponozitler

Uzerinde Yapilan Galigmalar

Aragtirmamizda Gypsophila,Polygala ve Saponaria tirlerine
ait ham saponozitler kullanllmlstlr.Ayni cinslerden elde edilen
saponozitler lUzerindeki aragtirmalarin biyiuk kismi B.Wolters'e
aittir. Bu aragtirmalarda triterpenik saponozitlerin yaninda




steroidal saponozit ve alkaloitler de antifungal aktivitelerinin
tespiti gayesi ile kullanilmigtar.
' Aragtirmalarda "Gypsophila saponin” adi altinda E.Merck
(Darmstadt) firmasinin "Saponinum Purum Album® adli saponimi kul-
1an11m1$t1r Bu saponinin hangi tiirden elde edildifi belli degildir.
Gypsophila saponin ile yapilan ¢aligmalarda sirss:i ile Can-
dida albicans,Aspergillus niger (31);Pricularia oryzae,Trichotechi-
um roseum,Claviceps purpurea,Polyporus versicolor(33);Pricularia

oryzae(34,36); Aspergillus clavatus,Schizophyllum communae,Fomes

officinalis,Polystictus versicolor,Coniophora cerebella,Rhizoctonia

golani,Fusarium oxysporum,¥.bulbigenum,¥.conglutinans,Alternaria

golani,Prlculuria oryeae,Trichotechium roseum,Botrytis allil,Clavi-

ceps purpurea,sclerotinia fructicola (35) funguslara: kullanilmigtir,

Bu aragtirmalarda Gypsophila saponinin antifungal aktivitesi,
silindirik tabaka yontemi (32,33,34,35 ),oyuk yontemi (31) ve ince
tabaka kromatografisine dayanan biyootografi ydntemi (36) ile tes-
plt edilmigtir.

B, #olvers tarafindan Polygala amara,Polygala senega,Saponaria

officinalis ve bir Gypsophila tiiri (aragtirmada hangi tiir oldupgu

belirtilmemis) saponozitlerinin antifungal aktivitesi ﬁzerinde.yaplé
lan galigmanin (32) yontemi ve sonuglari tablo-l de gdsterilmigtir.

Pricularia Trichotechium Claviceps Polyporus

Bitki Organ oryzae roseun purpurea versicolor
P,amara Herba T+ ++ +++ oy
P.senega Kok +++ ++ ++ -+
S.officinalis Kok +++ + ++ ++
Gypsophila sap. | Kdk ++ + e +
Yontem: Silindirik tabaka

Tablo-1
S.officinalis,Folygala ve Gypsophila Tiirleri
Saponozitlerinin Antifungel Aktiviteleri{ ),
(+++)Fungusit,(++)Funguatitik,(+)K13mi Tesir.
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Aragtirmamizda Kullanilan Funguslarla Ayni

Cinsten Funguslarain Kullanildai@il Aragtirmalar

Aragtirmamizda (1) Alternaria, (5) Aspergillus,{l) Gan&ida,
(1) Fusarium ve (1) Penicillium tiri antifungal aktivite tayininde

kullanilmigtar,

dan kullanilmamigtair.Aragtirmalarda kullanilan difer cinslere ait

Bunlardan Penicillium tirlerli bagka aragtirmacilar tarafin~

funguslear,yontemler ve denenen saponozitler tablo~3 te gisterilmig~

tir.
Madde Alternaria Aspergillus Candida Fusarium Yontem Lit,
. - niger albicans - IIa 21
' solani clavatus - oxysporum ITc 35
bulbugenum
conglutinang
Eillaya~ - ;
saponin golani clavatus - OoXysporum IIe 35
bulbigenum
conglutinans
Siklamin solani clavatus - oxXysporum IIc 55
bulblgenun
conglutinans
, - niger albicans -~ IIa 321
Glisirizin solani clavatus - oxyspdrum IIc 35
bulbilgenum
conglutinans
Hedera- '
saponin - niger albicang -~ , ITa 3]
tenuis niger - oxysporum e 27
ivy ochraceus. - niveale Ic :
oX-hederin|  1ani clavatus - oxysporum IIe 35
-bulbigenum
conglutinang
Kullanilan Yontemler:Ic Agarli Diliisyon,IIa Oyuk Yoéntemi(Difiizyon),
1Ic Silindirik Tabaka Y.(Dif{izyon), (-) Aragtirmada Kullanilmamig.

Tablo=2 .
Aragtirmamizda Kullanilan Funguslarla Yapilan Galigmalar

e

o
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- Madde Alternaria Aspergillus Candida Fusarium Yontem Lit.

H.helix,
H.colchica
sulu ekstreleri_ flavus albicans =~ : Tc+Ila 18
- fumipatus albicans -~
- niger albicans -
Alfalfa-
saponin golani spec, - - Ic 3
- - - oxysporum Ic 57
Primullk asit | o luni ¢ lavatus - oxysporum  IIc 35
: bulbigenum
conglutinans
Primula-—~
saponlin - niger albicans - I1a 31
- - albicans - = IIa 19
Sanikula-
saponin - fumigatus albicans -~ 1la 12
tropicalis
parapsilosis
guillermondii

Antifungal Aktivite Tayininde Kullanilan YSntemler:Ic Agarli Diliisyon,IIa Oyuk
Yontemi(Difiizyon),lIc Silindirik Tabaka Y.(Diflizyon),(-)Aragtirmada Kullenilmams

Tablo-3

Aragtirmamizda Kullanilan Funguslarla Yapilan Calismalar
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Aragtirmamizda

Kullanilmayan

Funguslarla Yapilan Galigmalar

Triterpenik saponozitlerin antifungal aktivitelerini tayin

igin yirmiyedi kadar degigik cinste fungus kullanilmigtir. -

Bunlardan dérdi daha once tablo-l de verilmigti.Diger fun-

guslar ve kullanilan yontemler tablo-3 te gbsterilmigtir.

Denenen Saponozit

Kullanilan Fungus

Egkin

Glisirizin

Pricularia oryzau

Claviceps purpurea

PTrichotechium roseum
5

Polyporus versicolor

Fomes officinalis
Polystictus versicolor
Coniophora cerebella
Rhizoctonia solani
Botrytis allii
Sclerotinia fructicola

Trichophyton menthagrophytes

Fomes officinalis
Polystictus versicolor
Coniophora cerebella
Rhizoctonia solani
Pricularia oryzae

Trichotechium roseum

Botrytis allii
Claviceps purpurea

Sclerotinia fructicola
Polyporus versicolor

Yoéntem

ITIa
Ic
IIc
Ic
Ilc
Ic
ITc
Ic
IIc
Ilc
IIc
ITc
Ilc
ITc
IIc
IIa

IIc
IIc
IIc
IIc
I1c

Ic

Ic
ITc
I1Tc
Ilc

Ic
I1c

Ic
IIc

Lit.
36
33
32, 34,35
33
32, 34,325
33
3%’ 34, 55

2
35

31
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Ic Agarla Dilisyon Y.,IIa Oyuk Y.,IIc Silindirik Tabaka Y.,
IITa Ince Tabaka Kromatografisime Dayansn Y.(Biyootografi),

Tablo-4

Aragtirmamizda Kullanilmayan Funguslar Ile Yapilan Galigmalar
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Denenen Sap(}nozit Kullanailan FUIIEU.S Yontem Lit.
Amonyun
glisirizjinat Claviceps purpurea IIc A4
Killaya~saponin Fomes officinalis Ilc 35
Polystictus versicolor IIc
Coniophora cerebella Ilc
Rhizoctonia solani IIc
Polyporus versicolor ITc 32
Pricularia oryzae IIc 52, 54, 59
Trichotechium Toseum IIc 32,35 R
Botrytis allii IIc 35
Claviceps purpurea ITc 52435
Sclerotinia fructicola IIc 55
Trichophyton menthagrophytes IIa 31
o{-hederin Fomes officinalis ITc 35
Polystictus versicolor Iic
Coniophora cerebella Ilc
Rhizoctonia solani IIc
Pricularia oryzae Ilc
Trichotechiuw roseun Ilc
Sclerotinia fructicola ITc
Botrytis sllii IIc
Claviceps purpurea IIc
Hederasapunin Trichophyton rubrum Ila+lc 18
Trichophyton menthagrophytes Ila+lc 18
Microsporum cannis ITa+Ic 18
Trichotechium roseum Ic a7
Iic 32
Trichoderma viride Ic 27
Botrytis cinerea Ic
Phoma betae - Ic
Cercospora beticola Ic
Colletotrichum hedericola Ic
Fhytium debaryanum Ic
P.irregulare Ic
P.ultimum Ic
Pricularia oryzae Ilc 32
Claviceps purpurea IIc
Polyporus versicolor ITe
Didymella lycopersici Ic 27
Ophiobolus graminis Ic
Oylindrocarpon radicola Ic
Phytophtora cactorum Ic
P.,citrophtora Ic
F.cinnamomi Ic

Ic Agarli Diliisyon Y.,ITa Oyuk Y.,IIc Silindirik Tabaka Y.

Tablo=5

Aragtirmamizda Kullanilmayan Funguslarla Yapilan Galigmalar
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Denenen Saponozit Kulianilan Fungus _ Yontem Lit.

-Siklamin tomes officinalis TIc 35
Polystictus versicolor ITc
Polypdrus versicolor Ilc 32
Coniophora cerebella IIc 55
Rhizoctonia solani Ilc
Priculariu oryzae Ile 52,55
frichotechiun rosouwm Iic HlyAY
Botrytis allii IIc 35
Claviceps purpurea IIc 32,35
Sclerotinia fructicola IIc 52
Trichophyton menthagrophytes IIla 21
Primulik asit Claviceps purpurea : Ic,IIc 33,35
Pricularia oryzae IgITlc
- Prichotechium roseum Ic ,IIc %3
IIc 24455
Polyporus versicolor Iec 3%
Polystictus versicolor IIc 55
Fomes officinalis ITe 35
Coniophora cerebella IIc
khizoctonia solani ITe
Botrytis allii IIe
Sclerotinia fructicola IIc
Trichophyton menthagrophytes ITa 31
Primula—~saponin Pricularia oryzae e IIXa 36
' Ilc %
Ic 3
Claviceps purpurea IIc A2
. Ic 35
Trichotechium roseum Ic 32
IIc 59
Polyporus versicolor Ic 32
IIc 52
Trichophyton menthagrophytes Ila 51
Alfalfa-saponin Trichoderma spec. Ic 26
Trichoderma viride Ic 15, 37
Rhizoctonia solani Ic 57
Phytophtora drechsleri Ic
Phoma spec. Ic
Verticillum albo-atrum Ic
Pythium spec. Ic b
Sclerotium rolfsii Ic 3,10
Sanikulag-saponin Trichophyton rubrum ITa 1z
Trichophyton menthagrophytes Ila
Microsporum gypseum Ifa

L:Agarll Dilusyon Y.,Ila Oyuk Y.,IIc Silindirik Tabaka Y.,IIla
Ince Tabaka Kromatografisine Dayanan Yontem(Biyootografi)

Tablo-6
Aragtirmamizda Kullanilmayan Funguslarla Yapilan Caligmalar
\
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MATERYATUL

Aragtirmamizda kullanilan maddeler,Farmakognozi Bilim Dalimin
daha oncekl arastirmalari sonucu elde edilen ham'saponozitlerdir.

Bunlar agagidaki bitkilerin kcklerinden elde edilmigtir:
Gypsophila arrostii Guss., var. nebulcsa (Boiss.sHeldr.) Bark.,

Gypsophila bicolor (Freyn.sSint.) Grossh.,Gypsophilsa eriocalyx Boiss.

Gypsophila perfoliata L.,Polygala pruinosa Boiss.ssp. pruinocsa J.Cul-

lem ve Sapomaria kotschyi Boiss.

Bw bitkilerim toplandigi yerler ve Hacettepe Eczacilik Fakiil-
tesi Herbaryumundaki (HUEF) o6rneklerinin numaralari agagida gisteril-
nigtir,

G.arrostii var. nebulosa,Isparta,Atabey civari,2l.6.1969(HUEF 116)
Q.bicblof,Van,Atakﬁy civafl,6.8.1969 (Hﬂﬁf'iiéj'
G.perfoliata,Nigde,Bor,Kay1kdy civar:,28.6.1969 (HUEF 129)
G.eriocalyx,Ankara,Keskin,Bliylkcevizli k&yi,29.6.1969 (HUEF 127)
.pruinosa ssp.pruinosa,Konya,Beygehir,Fele koyi, 13.6,1975(HUEF 710)
.kotschyi,Isparta,Gilcik,Krater golii yawaglari,26.6.1975(HUEF 866)

i I |
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Arastirmamizda kullanilan funguslar,Hacettepe Universitesi
Mikrobiyoloji Emstitiisi ve Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Mikrobiyceloji Enstitisiunden saglanmigtir.
Alindiklari yere gore, funguslar agafida gosterilmigtir.
H.U.Mikrobiyoloji Enstitiisiinden: :
Alternaria soclani

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger
Candida albicans
I
A.0,%1iraat Fakiltesi Mikrobiyolojl Eustitusunden:

Asperpillus ochraceus
Aspergillus versicolor IMI 49124

Fusaurium oxysporum

Penicillium expansum IMI 37767

Funguslarin tUretilmesinde kullanilan besiyerlerinin formil-
leri ek-1 de verilmistir. Bu besiyerlerinin hazirlanmasginds kulla-~
nilan kimyasal maddeler ve markalarl ayni ekte belirtilmistir,

a ) . .
® Kolleksiyonlarindaki funpguslari vererek arastirmamiza

degerll yardimlarini esirpemeyen Dog,.Dr.Turgut Denizel'e

tegekkiur ederiz.
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YONTEM

Aragtirmemizda kullanilan funguslar iki biiylik grup altinda
toplamabilirlier: Miselyur meydana getirerek Ureyenler(Alternaria,
Aspergillus,Fusarium,Penicillium), maya benzeri olanlar(Candida).

Miselyum meydana getirerek iireyen funguslar kullanildiain-

da,antifungal aktivite deneylerinde ,miselyumun i{ireme alani Slgii~
lerek deney sonuglari bulunur. Antifungal maddeler miselyal iire-
meyi emgelleyerek bu alant negatif ydnde etkilerler.

Miselyumlarain kapladiklar:i alanin 6lgiilmesi,diliisyon yon-~
temlerinin kullanilmasi ile kabildir. Bu yiizden bu gruptan fun-
guslar kullanilarak yapilan aktivite tajini deneylerinde daha
gok agarli diliisyon ydntemi uygulanmaktadir ('15,14,18).Diger
taraftan,miselyun meydana getirerek lireyen fungus sporlarinin da
antifungal aktivite tayini demeylerinde kullanildipi baza arage
tirmalar vardir.Bu aragtirmalarda difilizyon yontemlsri kullanll—
mrgtir ( 5,9,18),

Miselyum meydana getirerek lireyen funguslarla yapilan anti-
fungal aktivite tayin deneylerinde daha gok agarla dilisyon ydn-
tewinin kullsnilmasi tavalye edilmektedir(18,28), Bu yontem daha
kisa zamanda sonug vermesi ve differlerine nazaran daha kolay
uygulanabilir olmasi dolayisiyla pek qék aragstirmada kullaniimsg-
tir. Bu nedenle aragtirmsmizda da bu ydntemin kullanilmas: tercihb
edilmigtir,



~18-

Candida albicaas "maya benzeri" funguslardandir.Uredipinde
wiselyum meydana getirmez,bulundugu vasatta iireme miktarima bag-
1a olarag bulapiklik meydana getirir. Bu yiizder,antifungal akti-
vite tayin deneylerinde bu bulaniklipin giddetinim veya imhibis~
yonunum ol¢ilmesine dayanan ybntemler kullamilmsktadar (1,16,17,
25,28). Bunlar diliisyon,difiizyon ve biyootografi yéntemleridir,

Bu ylizden , aragtirmamizda C.albicans igin her i{i¢ ydntem de depi-
pik saponozitler kullanilarak tatbik edilmigtir. C,albicansg'in
inokulum konsantrasyonu Diinya Saplik Tegkilati'mnin (WHO) standar-
di (2) esas alinarak hazirlanmistir. Deneylerimizde g.aibicans'lm
tiremesi sonucu meydana gelen bulanlkllkrMc Farland standart nefie-
lometre tiplerinin bulamiklipi ile mukayese edilersk tespit edil-
aigtir (30).

Aragtirmamizda agagidaki yontemler kullanilmigtair:Dilisyon
yonteni( tipte veya petri kutusunda sivi diliisyon,agarli dilisyon),
difiizyon yontemi ( oyuk plak,kagit disk ) ve biyootografi ydntemi
(ince tabaka kromatografisine dayanan ydntem). Aragtirmamizda kul-

" lanilan yontemlerin seg¢imince lahoratuvarlarimizin gartlarainda
uygulanabilirlik on planda tutulmugtur.

Bu yontemlerin uygulanmasinda ¥.Kawanagh'in(1617)J.R.Norria' 7
in (23),G.C.Ainsworth'un (1) kitaplarindan,K.Paeck,M.¥.Tracsy(28),
K.Lee Su,E.J.Staba'nin (29) yayinlarindan ana kaymak olarak yarar-
lanilmigtir, Kullanilan yéntemlerde, literatiir bulgularinag ( &)
veya g¢aligmalarimiz esnasinda ortaya ¢ikan pratik bilgilere daya~
narak bazi degisiklikler yapilamistir

Lgarli diliisyon yonteminin sonuqlarl gravimetrik ( 1, 23 24),
gap 6lgimi (11,15,18,26,37) ve alan hesabi (3,9, 16, 17)yontemleri
ile hesaplanmsktadir. Ug ydntem de arastirmamizda kullanilmis ve
bu yéntemleri uygulayan aragtirmalardan da pratik gallsmalar s1ra-

8inda yararlanilmistir,

Oyuk plak yonteminin uygulanmasinda M.Leven ve arkadaslari-
nin (I%) kullandigi yOntem kiiclik defisikliklerle uygulanmlstlr.;i'

Kagit disk yonteminin uygulanmasinda, Diinya Sapglik Tegkila-
ti'nin (WHO) standarda ( 2) esas alinmig, ana kaynaklardan da
(1,16,17,23,28 ) ayrlca yararlanilmigtir,
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Biyootografi yontemlerinden sadece ince tabaka kromatogra-
fisine dayanan yontem kullanilmigtir.Deneylerde K.lee Su,E.J.Sta-
ba ve arkadaglarinin (9) kullandiklari yBntem esas alinmig,bazi
araatlrm501lar1n yayinlarindan da (4,16,17,20,22,36 Yaydalanilmig-
tair.

Arastirmamizds kullanilan ham saponozitlerin antifungal
aktivitelerinin tayininde kullandifiamiz yontemler, funguslar ve
sonuglarin degerlendirilmesi tablo-7 de gosterilmistir.

i IR .. A+ S TR R AT A,
funguslar
k

e S . - e sy

Candida Penicillivm  Fussiium Alternaiia Asporgitiue Aspergillus  Aspergillua Asporylllus  Aspergiliug
Madde alblcans expansum  OXVEPOrum sdlans Havus Tumigalus  niger ochracaus  verslcolor
G .bicolgr Ham
Saponoziti Ita-D Ic-A ic-A lc-A 1c=-A lc=A lc=-A fowh oA
G .arrostii var.
nebulosa Ham
Saponoziti 1Ha-B lc-A ic-A e ic-A lc-A Ic-A lc-A tc-A
G.perloliataH. '
Saponoziti la-D Ic—-A lc-B lc-B Jc—A fc-A lc=A lc=A Ic=-A
G.eriocalyx H.
Saponoziti Hb-8 ib~C Ib-C [b=C ib=-C th=C 1b=C |b-C Ib=C
P.pruinosassp.
pruinosa Ham
Saponaziti la-D lc-A ic-A lc=A ic-A le=A Ic=A le-A lgwp
S. kotschyi H.
Saponoziti la-D lc-A lc-8 Ic-A le=A lc~A 1c=A le-8 le-A

Kullanilan Antifunpal Aktivite Tayin Yéntenmleri: i Tiipte Sava Diliisyon Y.
b Petri Kutusunda Sivi Dilusyon,ic Aparli Dilusyon,ns Oyuk Plak Y.,ieXagit
Dlsk Y.,malnce Tabaka Kromatografisine Dayanan Ydntem { Biyootografi Y.)
Sonuglarin Hesaplanmasi:aAlan Hesabi,sGap Olgimi
cGravimetrik Yontem,pBulaniklik Olgllmesi,

Tablo=-7

Aragtirmamizda Kullanilan Ham Saponozit,¥fungus ve Ydntemler
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Yontemlerin uygulanigy ile ilgili ayrinta,"dilisyon,difizyon

va bliyooctoprall yontemleri™ basliltlor:y altindua,dar sdtunloar halln-

de, verilmigtir,

Dilﬁsyon‘Yéntemleri

Tupte Sivi Diliisyon Ydntemi

15 ml 1ik 1% adet steril deney tiipiine degfigik
konsantrasyonlardaki ( 0"Kontrol", 10,20,40,60,80, 100,
200,500,400,500,600,800jug/ml) ham saponozit tasgiyan
Sabouraud_gggiyerinden 9.9 ml konur,ayni sekilde {ic

(4)
e (B

seri daha hazirlanair.
Serileri meydana getiren her tip 0.1 ml 3.105/
Candida albicans tagiyan slispansiyon ile inokiile edilir.

Tipler 37°C de 48 saut inkibasyona birakilir.lnkiibasyon
siresi sonunds C.albicana'in liremesi sonucu meydana ge-
len bulaniklik , Mc Farland standart nefelometre tiiple-
rinin bulanmikligir ile mukayese edilerek deferlendirilir.

¢ serinin ayni konsantrasyomlarindan elde edi-
len sonug¢larin ortalamasi alinir,

Ham Saponozit Tasiyan Sabouraud

Besiyerli Seri Hazirlanmasa

Sabouraud besiyeri ile hazirlanmis 2000 g/ﬁl
ham saponczit ihtiva eden stok sispansiyondan (A),agagi-
da belirtilen miktarlarda alinarak ayni besiyeri ile(B)
100 ml ye bir balon jojede tamamlanir, Béylece ham sapo-
nozit tasiyan Sabouraud besiyeri ana ¢dzeltileri hazir-

lanmig olur,

Konsantrasyon (ug/ml) :
800 600 5CC.. 400 300 200 100 80 &Y 40 20 10 Xontrol

St

40 30 25 20 15 10 5 ‘ % 2 1 0.5 O

60 .70 75 80 8 90 95 96 97 98 99 99,5 100



Begiyerinin Inokiilasyonu : Stok C.albicans siis-

pansiyonunuﬁ konsantrasyonu,Mc.Farland standart nefelo-

‘metre tliplori ile mukayese odilerek tespit edilir,Stok

sugtan bellil wiktarlards alinip , svrum fizyoloJik ile

istenilen konsantrasyona seyreltilerek ham saponozitli

Sabouraud besiyeri inokiile edilir.

Ornek
Stok C.albicans slspansiyonu mﬁkayase sonucu 30, lO8
Mc.Farland bulanlkllglna egit bulaniklikta ise bunun
3 lO5 konaantrasyonuna ayarlanmasl agagidaki hesaplama
ile yapirlar,

- 20,108 stok siispansiyonundan 1 ml alinir, 100 ml
ye serum fizyolojik ile tamamlanir. Bu diliisyonun 0,1 nml
sinde 5.106 konsantrasyonunda C.albicans bulunur. Bu
miktar 9.9 ml ham saponozit tasiyan Sabouraud besiyerine
ilave edilince konssntrasyocn 5.105 olur,

Mc Parland Standart Nefelometre

Tiiplerinin Hazirlanmasi

10 ml 1ik 11 adet kapulla densy tiipl,ajafrda be~
1lirtildigi gibi numaralanir, Baryum klorir ve sulfirik
asitin sudaki % 1 lik ¢bzeltileri hazairlamir,agagida
belirtilen miktarlarda birbiri ile karagtirilar,

ml deki

Tiip No. ml % 1 lik BaCl ml % 1 lik H,80, Mikroorganizma

2
0 0.05 9,95 1.5 108
1 0.10 9.90 2,0 108
2 0,20 9,80 6.0 108
3 0,30 9,70 9.0 108
4 0.40 9,60 12,0 108
5 0,50 9,50 15,0 08
6 0.60 9.40 18,0 108
7 0.70 9,30 21.0 108
8 0.80 9,20 24,0 108
9 0.90 9.10 27,0 108

10 1.00 9.00 20,0
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Tipler galkoalanir,goken baryum giilfatin sispan—
de olmasi saglanir,Her tilp sirasa ile tebloda bellrti-
len miktarlarda mikroorganizma/ml ye tekablil eden bula-

niklik gosterir,

2

Petri Kutusunda Saivi Dilusyon Yontemi

Deney igin dnce Sabouraud agar besiyerinde ,fun~
gus kiiltiirleri 25°C de iki hafta inkilibasyona biraxilir.
Ureme sonucu meydana gelen kiiltlirler inokulum olarak
kullanalir,

8 cm ¢apindaki 13 asdet petri kutusuna 10 ae nul
ham saponozit tagiyan Sabouraud besiyeri xonur®, Ayni
gekilde iki seri daha hazirlanir.

Fungus kiiltiirlerinin kenar kisimlarindan 4.4 mm
¢apinda pargalar ayrilir (Sekil-2,3).Funpas kiltirlerin-
den alinan pargalarin homojen olmasy ig¢in ozel gekilli

cam borular kullanilir (jekil-l)

Sekil-1

Miselyum Pargasi Almada Xu!llaonilan Jam soru

Blgpmr: .. . . o .
*Tipte siva dilisyon yontewminde ngzirianigi verilmigtir
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4.4 mm gapindaki fungus kiltirleri daha Once ha-
zirlanmis olan petri kutularindaki besiyerlerinin orta
kls;mlarlna konur{Sekil-4),25°C de 7 gin inklbasyona
birakilir. Inkiibasyon siresi scnunda, fungusun lUremesi
sonucu meydana gelen miselyunlar besiyéri ile beraber
8 cm ¢apindaki Whatwan (No 1) e'izgeq¢ ka@itlara lzerine
aktarilir, ikiser defa sicak < stile su ile yikanir,
Kullanilan slizge¢ kagitlari daha dnceden sabit vezne
getirilmis olmalidir.

Miselyumlar: tagiyan sizgeg kagitlari vakum etii-
Vﬁhde,50'C de, G600 mm Hg negatif basging altinde 48 arat
kurutulur,desikatore alanir,

Miselyumliar: tasiyan sizge¢ kagitlari hassas
terazide tartilir.Siizgeg¢ kagidinin darasi diglilir ve
iireme sonucu meydana gelen kuru miselyum miktar: hesap-
lanair,

Kontrol ig¢in hazirlanan petri kutusundaki urewxs
% 100 kabul edilerek diger dilusyoniardagi ureme % leri

a/e Uzerinden hesaplanir.

i
AN

Sekil-2
Miselyumdan Parga Alinmasgl
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Agarla Diliisyon Yontemi

4 Ham saponozit tagiyan Sabouraud besiyerine (100
ml 1lik) 3.5 g toz agar ilave edilir,balon Jojeler otok-
lavda 115°C de 1 atm. basing altainda 15' sterilizs edi=-
lir,bdylece degisgik diliisyonlarda ham saponozit tagiyan
Sabouraud agar besiyerleri elde edilmis olur.Bu besiyer-
lerinden 8 cm gapindaki petri kutularina 10 ar ml alinar.
Besiyerlerinin homojen bir tabaka yapacax gekilde yayil-
masi saglanir, sogumaya birakilar.

Bu ydntem uygulanarak 1% 1lu iki seri dsha hazir-
lenir,

Fungus kiltirlerinin ekilmesi,hsiva diliisyon yonte-
minde oldugu gibi yapalir (Sekil-2,3,4)

Sekil-%

Miselyumdan ¥arga Alinmasa



Sekil-4

Miselyumdan Alinan PaerlaPln,Tatblﬁl

Trnokiile olmus, ham ssponozit tagiyan. Sabouraud
agar besiyerl P?5°C de 7/ pun 1k Dagyons birakilir.Kul-
lanilan fungusun migelyum meydana guooirme jzellikleri-
ne gore deneyin devamy agapgidaki yollardan biri kulla-

ni1laral yapilir,

Gravimetrik Olcgliim Ydntemi : Inkiibasyor siresi

sonunda, fungusun iremesi scnucu Meydana gelen mlsel-
yumlar besiyerleri ile beraber 10 cm gapindaki Whatmen
(No 1) slizgeq kapitlary ilzerine aktarilir,besiyerinden
tamamen kurtuluncaya kadar kaynar distile su ile yika-
mir.Kullani lan siizgeg kapfitlara daha once sabit vezne
petirilmig olmalidir.

Miselyumlara tagiyan slizgeg¢ kagitlara vakum eti-
viinde, 50°*C de, 600 mm Hg negatlif basing altinda 48 saat
kurutulur,desikasdre alinir,hassas terazide tartilir,.
Sizgeq kafidinin daras: dlgilir ve Ureme sonucu meydana
gelen kuru mlselyum miktar1 hesaplanir.
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Koutrol igin hazirlanan petri kutusundaki dreme
% LOU kulul edllerek dipger dilisyonlerdak’ Ureme % lerd

a/a tizerinden hesaplanar.

ki,miselyumliarin kapladiklari slanin c¢api mm cinsinden

kompas veya gerfaf bir cetvel ille dlgllir.Kontrol pet-

riginde meydan: gelen niselyumiaran kapladiklara alanin
¢apl da ayni sekilde 4lgulir, buradaki lreme % 100 kabul
edilir,dijffer dilisyonlardaki iiremelerin gaplari, kontrol-
deki Ureme gapr ile mukayese cdilerek sonuq % cinsinden

hegaplanir.

Alan Hesuti Yontemi: Ureme sonucu meydana pelen

miselyumlarin kapladiklari alanin sekli,petri kutulari-

‘nin alt yuzinden igaretlenir.Bu gekil asetat kaffidina

kopye edilir. Fungusun lireyerek kapladagr alan asagrda-
ki gablon kullanilarak hesaplanir.

Sekil-5
Alan Hesaba Ig¢gin Kullanilan Sablon



Bu hegaplawa sirasinda su huguslara dikkal edi-
lir: Ureme alanimn afgirlik merkeszi xy ve x'y' eksenle-
rinin kesistigli noktaya geticilir, alan iginde kalan
“tam kareler sayilair,tam olmayan kareler ayrica sayilir
ve yarisi kadar tam kare sayisi hesaba ilave edilir.

Toplam kare sayisi miselyumlaran kapladifia birim
alani verir.

Kontrol petri kutusundakl Urcmenin kapladiga alana
ekabiil eden kare sayisi % 100 kabul edilir ve digger di-

liisyonlardaki ureme % leri hesaplanir.

Difuzyon Yontemleri

Oyuk Yontemi

Savouraud agar besiyeri otoklavda 113°C de 1 atm,
basing altinda 15' sterilize edilir.48°C lik su banyosun~
da 181s1 48°C ye diislinceye kadar tekletilir, uzeriuae _
C.albicans'zn stok sﬁépansiyonundan ilave edilir houmojen
olarak karismasi saglanir.?5 ml Sabouraund agar besiyeri
i¢in ml de 5.108 C.,albicans tagiyan sispansiyondan 0,05
ml ilave edilir. |

C.albicans ile inokiile edilmis besiyerinden 25 ml
alinir,12 cm gapindaki petri kutularins homojen bir ge-—
kilde yayilmasi saglanir.Besiyerleri katilagmaya biraki~

lir.

Ovuklarin Hazirlanmasi:12 mm gapindakl cam tiplerin

ag1z kisimlari besiyeri dzerine bastirilir,besiyeri kesi-

lir ve bu sekilde her petri kutusuna 12 mm gapinda 5 adet

)

oyuk agilir.OQyuklarin petri kutusunun kenarlarindesi L

iceride ve birbirlierine egit uzaklikta olmalari saf
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Haw Saponozit Tagiyan sabouraud

Begsiyerli Dilusyonlarin Tutbiki

Oyuklara tatbik edilecek ham saponozit ¢dzelti-~
leri tupte saivi dillsyon yonteminde bahsedildipi gibi
hazirlanir.Her dilusyondan hir oyupga 0.2 ml tatbik edi-
lir. Boylece bir petri kutusuna 9 degfigik dilisyon nygu—
lanabilir ve bir seri i¢in % peiri kutusu kullanilar,
Hazirlanan seriler 1 saat #°C de bekletilir,37°C de 48
ausabt dinkiibasyona barakilir.Ayni gekilde g seri daha hooair-
janir, lnkubaSJOn suresi sonunda meydana pelen inhibis-—

“xy R

yon zonlari mm cinsinden kompas ile SlgUiiiz.Ayn oililsa

yonlarin meydana getirdigil inhibisyon zonlaranis cuonio-
rinin ortalamast alinir,sonuglar wm cinsinden deferlern—

dirt e,

Kagt Disk Yontemi

Mililitresinde 2.107 Q.albicans tegiyan Sabouracd

apar besiyeri L cm gapinda pels gaboelaring oyuk yinte-
minde oldugu gibi yayiiir,
Rl

Disklerin Hazirvlanmas: Jhabmas (o 40 slzpeas xa-

gatlary 5 mo gupinda digiier hallode kesilir,ios saooko-

YOADT, 200, SO0, 400, 500, S00

£ el

zitin metanoldeki 106, 20,40, 60,

ve BOO M#-'T/m} konvantoasyonuond skt cduelt:lor. nasirianary.
Diskler bu gowciv: Lure Doy celn Duiiiniyir, tukariiar ve

desikatorde urusbaiur.

oAy s, dialcordden Lo

Smenoodan 5 hoear AlkkabLi

vhoes bugyect wves e st oAyl geii lde,

[o1 Y f_'_)l;: I odaddsyociardd a8 imlil i T L iniie 0 ey LB K—
Ter de tans o odiie-,
ETINPRTEEI T S O S SN - P
SAuiiE S llES L N Syl a2 T ut Aunun Kennr—

sarinCoan oon Jgeride ve Sipinl st ea saiy uynilivha
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olmalarina dikkat edilir. Deney iki paralel ile béraber
yapilir. Peiri kutulari 2940 de 48 saat inkiibasyona bi-
rekxilir.Inkiibasyon siresl sonunda disklerin etrafinda
meydana gelen inhibisyon zonlarinin gaplari kompas ile
6lcliliir, sonuglar mm cinsinden defferlendirilir.

Biyocotografi Yontemi

Ince Tabaka Kromatografisine Dayanan Yontem

COxc0 em bhoyuLlaraimbakd cam plaklar 0,4 um gntan-
t.ganda Silicagel G 1le kaplanir,axtive edilir.

Ham saponorzitin metanoldeki 10,20,40,60,8C, 100,
200,500,400,500,600,800}Jg/ml xonsantrasyonda hazirler-
m1g dillisyonlarindan plaga 0.7 ser ml tatbik edilir.bar
plaga en-cok dort tatbik yapilmalidir. |

Plaklar n.bubtanol;izopropancl;asetik agit: su
(A:2:1:3) solvan sisgvemi ile giriklenir,kendi hallerin-
de bairakilarak higbir koku kalmaylncaya kadar kurutulur.
20x20 em 1lik gergevell cam plaklar: mi sinde 3.105
C.albicans tagiyan Sabouraud agar besiyeri ile 0.3 cm
kelinlifginda kaplanir,katilasmas: beklenir, Uzerlerine
ayni ebatlarda kesilmis Whatman (No 1) slizgeg kapada
konur, siiriiklenen plaklar adsorban ig yuze gelmek izere
stizgeg kagitlarinin iizerine dikatle kapatailir. Plaklar
bu durumda 4°C de 1 saat bekletilir,Adscrbanli plaklar
alinir,besiyerli plaklar %7°C de 24 saat inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon siliresi sonunda meydana gelen in-
hibisyon alanlari igaretlenir.

Bu deney iki paralel ile beraber yapilar,



30—

Diger taraftan, fazladar bir seri daha hazirlanir
ve % 30 luk silfirik asit ile cevele edilerek sapohozit
lekelerinin yerleri belirlenir., Bu iglem siiriklenmenin

dizgin olup olmadiginy ortuya ¢ilkurmak bokiwindan Snem-

lidir,
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Arugtirmamizda ullam lan ham saponozitlerin aobi funeal
sktivitelerinin tayini,materyal ve yontemde,tablo~7 dekl funpus
- ve yontemler kullanmilarak yapilmistar. Bulgular kisminds Bu dao-
neylerin sonuglari tablo ve grafikler halinde verilmigitir,

Migelyal iiremelerin kapladiggr alan,materyal ve ydntem
kisminda belirtildipgi gekilde heéaplanmlgtlr.ﬁu hesaplamada,
kontrcideki miselyal iireme % 100 kabul edilmis,differ diliisyon-
lard: ki miselyal Ureme ylzdeleri huna gdre hesaplanmigtir. .

Miselyal Uremenin degerlendirilmesi (+),(~) ve(C) isaret-
leri ile yapilmigtir.Yizdelere tekablil eden antifungal aktivite~
ler agagidaki sekilde def@gerlendirilmigtir:

migelyal ilreme antifungal aktivite
% 0-20 4+t
%21-40 4
%4 160 ++
%61-85 +
%86-99 -

%100 D



Grafikler,pratik ¢aligmalar sonucu bulunan % miselyal
lireme degerlerinin konsantrasyona kargi efgrilerinin ¢izilmesi
ile hazarlanmigtir, Graflikierin anlasilir olmasini safflamak
igin funguslar iki gruba ayrilarak egriler ¢izilmistir,

Candida albicans ile yaptigimiz calismalarda uygula—~
digaimiz yontemler farkli oldugu igin,kullanilan yﬁhtem ve
sonucu belirleyen esas tahln-? de ayrica belirtilmistir,

~_Sonuglariniy inhibisyon zonu seklinde elde ettigimiz

yontemlorde degorlendirme sgagidaki geikilde yopalmagtair,

lohibisyon zonu cupi Antifunpnl uktivito
26 mm den tazla tHrt
19-25 mm 4+
1M-18 mm : + 4 -
=13 mm + ‘
©5-9 mm -
inhibisyon yok 0

Siva dilisyon yontewi ile yapilan deneylerde ise sonug-~
lar Mc Farland standart nefelometre tiiplerindeki bulaniklaik ile
ham saponozit tasiyan besiyerlerindeki C.albicans'in {iremesi
sonucu meydans geler bulanikiigin mukayesesi ile tespit edil-

mistir.
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Tablo-8.

Ge.arrostii Guss,., var. nebulosa (Boiss.sleldr.) Bark,

am Saponozitinin Antifungal Aktivitesi

% inwlysl ireme
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20+
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Gearrostii Guss, var, nebulosa (Boiss.aHeldr.) Bark
Ham Saponozitinin Antifungal Aktivite Grafigi )

-y

LEE R R L L L T T Y e P T

P.expsnsum __.__  ___

0 1wo 200 300 400 500 600 700 800

Konsantrasyon Jmg/ml



T

Konsa ntrasyon {mg/mi)
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G.bicolor (Freyn.sSint.) Grossh,
Ham Saponozitinin Antifungal Aktivite Grafigi -
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Ge.eriocalyx Boiss, Ham Saponozitinin Antifungal Aktivitesi

% Miselyal lirome %Miselyasl iirame )
100- . A 808N cmeneee— 100+ A.ochraceus
:.:Iav:.ls ; ................ :.;er:ic:;’lorr':: L eeren s maerbunras
Jum — e — . « 0OX —— — ——
90 A.nigerg._f,.__ —_— 901, P expansum — - . —_
804%
704!
60+
50+
40+
30+
204
10+ el 10
0+ . S l g e 0 T T T Y
0 100 200 300 400 500 600 700 800 0 100 200 300 400 500 600 700 800
Konsaitradyon pc/ml ‘ Konsantrasyon Ing/rnl
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degriocalyx Boiss,
Ham Saponozitinin Antifungal Aktivite Grafigi
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Ge.perfoliata L., Ham Saponozitinin Antli‘ung;al Aktivitesi
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G.perfoliata L.
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P.pruinosa Boiss,ssp, pruinosa J.Cullen
Ham Saponozitinin Antifungal Aktivite Grafigi
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\
Arasbirmamizde kullanilan ham saponozitlerin funguslara
etkiginl pgosterebilmek i¢in miselyal bliyimenin konsantrasyona
kargy grafikleri hazirlanmigtir. Hem sapouozitlerin antifungal
aktiviteleri bu grafikler yardimi ile tartigilacaktir.



%o Miselyal ireme
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Sekil=12
Ham Saponozitlerin Antifungal Aktivitelerinin
Grafigi-A.solani'ye Kargi

Alternaria solani'ye en kararli etki? S.kotschyi ham sapo-
nozitinde gorilmektedir, Diigiik konsantrasyonlarda baglayan fakat
kararli olmayan bir etki de P.pruinosa ssp. pruinosa ham Sapono-

4*Kararli etki,diiglik konsantrasyonlardan baglayip yliksek kon-
Santrasyonlara kadar benzer gekilde devam eden surekli etki-
yl ifade etmek ig¢in kullanilmigtir.Bu genellikle (++,+++ ,
++++) geklinde siirekli bir etkidir.
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zitinde gOrilmektedir.G.bicolor ham saponoziti ise ancak yiik-
sek konsantrasyonlarda etkili olmugtur,Difer ham saponozitle-
rin A.solani'ye antifungal etkileri zayiftir.

% Miselyal iireme
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| Sekil—13
Ham Saponozitlerin Antifungal Aktivitelerinin
Grafigi-A.flavus'a Karga

Aspergillus flavus'a en kararli ve giddetli étki-g.gruino—
sa ssp. pruinosa ham saponozitinde gdriilmektedir.G.eriocalyx ham
saponozitinin etkisi de kararlilik gdstermektedir. S.kotschyi ham
saponoziti de A.flavus'a etkili bir ham saponozit olarak diigtiniile-

bilir, g.bicolbr ham saponoziti ise ancak yiiksek konsantrasyonlar-
da etkili olmaktadar.



%% Miselyal ireme
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: Sekil=14
Ham Saponozitlerin Antifungal Aktivitelerinin
 Grafigi-A.fumigatus'a Karga

Aspergillus fumigatus'a en kararli etki S.kotschyi ham

Saponozitine aittir.Diger taraftan.g.arrostii var.nebulosa ham
saponozitinin de kararli sayilabilecek fakat orta siddette bir
etkiye sahip oldupu gdriilmektedir,
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. Sekil~15
Ham Saponozitlerin Antifungal Aktivitelerinin
Grafifgi~-A.niger'e Karga

Aspergillus niger'e en etkili ham saponozit P.pruinosa ssp.
pruinosa'dan elde edilen ham saponozittir. G.eriocalyx ham sapono-
zitinin de bu funpusa bariz etkisi bulunmaktadir,
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Sekil=16
Ham Saponozitlerin Antifungal Aktivitelerinin
Grafigi-A.ochraceus'a Karsi

Aspergillus ochraceus'a en kararli etki S.kotschyi ham
saponozitinde gdriilmektedir. P.pruinosa ssp. pruinosa ve

G.eriocalyx ham saponozitlerinin etkileri ise birbirine ben-
zardir,
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Sekil~-17
Ham Saponozitlerin Antifungal Aktivitelerinin
Grafigi~A.versicolor'a Kargi

Aspergillus versicolor'a en etkili ham saponozit P.pruinosa
ssp.pruinosa dan elde edilendir.Fakat bu etki fazla kararli goril-
memekiedir . G.bicolor dan elde edilen ham saponozit ancak yiiksek

konsantrasyonlarda etkilidir.
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sekil=18 |
Ham Saponozitlerin Antifungal Aktivitelerinin
~ Grarigi-F.oxysEorum'a Kargi

Fusarium oxysporum'a kararll sayilabilecek etki,P.pruinosa
88p, pruincsa dan elde edilen ham saponozit te goriilmektedir,

Fakat yiiksek konsantrasyonlarda bile etki kuvvetli degildir. Diger

Hal saponogitlerin etkileri ise benzer ve dusuktur°
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pekil-19
Ham Saponozitlerin Antifungal Aktivitelerinin
Grafigi~P.expansum'a Karsga

Penicillium expansum'a en kararli etki G.perfoliata ham
saponozitinde goriilmektedir., Diger taraftan P.pruinosa ssp.
pruinosa ham saponozitinin de kararli sayilabilecek bir etkisi
bulunmaktadir. G.eriocalyx ham saponozitinin etkisi de diistik
konsantrasyonlarda baglamakta ve kararli sayllabilecek bir egri
ile devam etmektedir, fakat etki orta giddettedir.

Candida albicans'a G.bicolor ve G.arrostii var. nebulosa
hai saponozitleri etkilidir.Bu etki benzer olup 100-200lﬁg/m1

konsantrasyonlari civarandan baglayarak yiiksek konsantrasyonlara
dogru giddetlenmektedir,
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Sekillerde de goriildigi gibi Polysala pruinosa ssp.pruingsa
dan elde edilen ham saponozit , arastirmamizda kullanilan ve misel-
yum meydana getirerek iireyen funguslarin 7/8 ine etkili olmug ve
bu etki de biiylik bir kisminda kararli olmustur.

caponaria kotschyl 'den elde edilen ham saponozit, aragstir-
mamizda kullanilan funguslarin 4/8 iine etkili ve bu etki genellik-
le kararli olmustur.

Gypsophila eriocalyx'in ham saponoziti, arastirmamizda kulla-
nilan funguslarin 3/8 iline etkili olmug ve bu etki bir tanesinde

kararlilik géstermistir.
Gypsophila bicolor ve Gypsophila arrostii var. nebulosa ham

saponozitleri, miselyum meydana getirerék lireyen funguslarda daha

gok yiliksek konsantrasyonlarda,Candida albicans'a ise 100—200/4g/ml
konsantrasyonlarindan itibaren etkili olmuslardair.

Aragtirmamizin bir baska gayesi de, ham saponozitlerin anti-
fungal aktivitelerinin tayininde kullanilan degisik ydntemleri
uygulamak ve bunlar arasindan, ilerdeki galismalaraimizda, labora-~
tuvar gartlarimiza uygun, kullanilabilecek ySntemlerin segimini sag-
lamakta.

Aragtirmamizda bu gayeye ulasmak igin, saponozitlerin antifun-~
gal aktivite tayininde kullanilan ySntemlerden silindirik babaka
yontemi hariqa hepsi denenmigtir.

Miselyum meydana getirerek lireyen fungus tiirlerinde, genel-
likle agarli diliisyon,oyuk ve silindirik tabaka yontemleri kulla-
nilmaktadir. Silindirik tabaka ve oyuk ydntemi funguslarin spor-
lari kullanilarak yapilmaktadir. Galismamizda miselyumlar kulla-
nildigir icin agarli diliisyon yontemi sagilmig ve tatbik edilmigtir,

af Silindirik tabaka ydntemi, Bilim Dallmlzda,antibiyotik aktivi-
te tayini ig¢in devamla kullanllmaktadlr.Bu yizden ¢aligmamiz

sirasinda kullanilmamigtir.
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Penicillium tiirleri , saponozitlerin antifungal aktivite
tayininde nadiren kullanilmaktadir. Penicillium expansum ,arag-
tirmamizda, antifungal aktivite tayini deneyleri igin kullanila-
bilecek bir fungus olarak dikkatimizi gekmigtir. '

Miselyum meydana getirerek iireyen funguslar i¢in agarla

dilisyon yonteminin yani sira Gypsophila eriocalyx ham saponozi-
ti ig¢in sivi diliisyon ydntemi de uygulanmigtir. Bu yontemin so-
nuqlarlrgravimetrik yolla hesaplanda@i ig¢in daha uzun zaman al-
makta ve hata yapma orani yiiksek olmaktadir. Bu ylizden tavsiye

edilir bir ydntem olarak goriilmemistir.

Candida albicans i¢in aragtirmamizda dért yontem uygulan-
mistir: Tipte savi dilisyon,kafit disk,oyuk ve ince tabaka kroma-~
tografisine dayanan ydntem., Aragtirmamiz sonucunda bu ydntemlerden

en iyi sonug veren ve tekrarlanabilirligi fazla olanin oyuk yon-
temi oldugu tespit edilmigtir. |

Aragtirmamizda kullanilan ham saponozitler iginde, miselyum
meydana getirerek lireyen funguslara en fazla etkiye sahip olan -
Polygala pruinosa ssp. pruinosa'dan elde edilmig ham saponozittir.

Saponaria kotschyi ve Gypsophila eriocalyx ham saponozitle-
ri de orta siddetli antifungal etkiye sahiptirler. Candida albi-
cans'a ise Gypsophila bicolor ve Gypsophila arrcstii var. nebulosa
dan elde edilen ham saponozitler etkili bulunmugtur.

Aragtirmamizda kullanilan ham saponozitlerin elde edildigi
tirlerin kesin olarak belli olmasi, daha Once "Gypsophila saponin™i
izerinde yapilan arastirmalardan (31,52,33,54,55,56 ) galismami-
Z1 ayiran en onemli husustur.

Aragtirmamizda kullandagimiz tiirler arasinda antifungal akti-
vite farkliliklarinin bulunmasi da ilerideki aragtirmalari yonlen-
dirmek bakimindan Snemlidir. _

Daha Gnee aragtirilan Polygala tiirlerinin fungusit ve fungus-
tatik etkiye sahip olmalari (32) ve arastirmamizda en yiksek anti-
fungal aktiviteye Polygala pruinosa 88p. pruinosa ham saponozitinin
sahip olmasi ,Polygalalarin antifungal aktivite bakimindan Snemli
tirler oldufunu doprulamaktadir.




-50~

Saponaria tirlerinden sadece S.officinalis ham saponozi-
ti lizerinde yapilan arastirmada (32), muhtelif funguslara fungu-
8i%, fungustatik ve kismi tesire sahip oldufu belirlenmigtir,

Aragtirmamizda Saponaria kotschyi' nin ham saponozitinin
bilhassa Aspergillus tiirlerine antifungal olarak etkisinin bulun-
dufu ortaya g¢irkmigtair.

Diger taraftan,miselyum meydana getirerek iireyen fungus-
lar kullanilarak yapilacak g¢aligmalarda agarli dilisyon ; maya
benzeri funguslar ile yapilacak galigmalarda ise oyuk ydnteminin
laboratuvarlarimizda, daha ilerde yapilacak aragtirmalarda, kulla-
nilabilir uygun yﬁntemler oldugu tespit edilmistir.
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0ZET

Bilim Dalimizda, daha Snce yapilan aragtirmalar sonu-

cunda Gypsophila arrostii Guss. var. nebulosa (Boissngeldr.)Bark.,
Gypsophila bicolor (Freyn.aSint.)Grossh.,Gypsophila eriocalyx
Boiss,, Gypsophila perfoliata L.,Polygala pruinosa Boiss.ssp.
pruinosa J.Cullen ve Saponaria kotschyi Boiss! e ait ham sapono-
zitler elde edilmis ve bu arastirmada antifungal aktiviteleri
tayin edilmigtir,

Aragtirmada gu funguslar kullanilmigtir : ( Miselyum yapa~
rak iireyenlerden) Alternaria solani, Aspergillus flavus, Aspergil-
lus fumigatus,Aspergillus niger,Aspergilius ochraceus,Aspergillus
versicolor IMI 49124, Fusarium oxysporum ve Penicillium expansum
IML 27767, (naya benzeri) Candida albicans,

Antifungal aktivite tayinleri diliisyon( tipte ve petri kutu-
sunda sivi diliisyon,agarlz diliisyon yontemleri),difiizyon(kagit
disk ,oyuk yontemleri) ve biyootografi ( ince tabaka kromatogra—~
fisine dayanan yontem) ydntemleri kullanilarak yapilmigtar,

Aragtirmamiz sonunda, G.arrostii Guss. var. nebulosa(Boiss,,
&Heldr.) Bark. ve g.bicolor(Freyn.aSinto)Grossh.fdan elde edilen
ham saponozitlerin y miselyum meydana ‘getirerek Ureyen funguslara
yiksek konsantrasyonlarda,g.albicans'a ise 100-200,¢g/m1 konsant-
rasyonlardan itibaren etkili olduklari gorilmigtiir,
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G.eriocalyx Boiss.den elde edilen ham saponozit,arastirma-
mizda kullandipgamiz funguslarin 3/8 iinde antifungal aktivite gos~
termigtir. -

G.perfoliata L. ham saponoziti ise sadece Penicillium ex-

pansun'e antifungal etki godstermigtir.

S.kotschyi Boiss,'den elde edilen ham saponozit, kullandigi~
miz funguslarin 4/8 {inde miselyal liremeyi kararli bir gekilde in-
hibe etmigtir,

Aragtirmamizda kullandigamiz ham saponozitlerden en kararli
ve ylksek antifungal aktiviteyi ise P.pruinosa Boiss., ssp.pruinosa
dan elde edilen ham saponozit gdstermigtir.Bu ham saponozit kul-- °
landagimiz funguslarin 7/8 sine kararli bir gekilde etki etmigtir,

Diger taraftan, aragtirmamiz sonucunda,miselyum meydana ge-
Cirerek ilireyen funguslar kullanilarak yppilacak ¢aligmalarda
agarli dillsyon,maya benzeri funguslar kullanilarak yapilacak
galigmalarda ise oyuk ydnteminin laboratuvarlarimizda ileride
yapilacak galigmalarda kullanilabilir, uygun ytntemler oldugu
tespit edilmigtir. |



SUMMARY

In this study,the antifungal activities of crude sSapo-
nins,igolated early in different researches achived in our
department,from ( the plants ) Gypsophila arrostii Guss.var.
nebulosa (Boiss.&Heldr.)Bark.,Gypsophila bicolor (Freyn.&kSint.)
Grossh.,Gypsophila eriocalyx Boiss,, Gypsophila perfoliata L.,
Polygala pruinosa Boiss.ssp. pruinosa J.Cullen and Saponaria
kotschyi Boiss. are determined. _

The fungi used,in this study,are cited below; Candida
albicans (yeast-like fungi) ; Alternaria solani,Aspergillus
flavus,Aspergillus fumigatus,Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus,Asergillus versicolor IMI 49124, Fusarium oxysporum,
and Penicillium expansum IMI 37767 (flamentous fungi).

The antifungal activities were determined by applying
dilution ( broth serial tube dilution,dilution in petri dishes,
dilution in solid media),diffusion (hole-plate and filter pa-
per disc methods) and bioautographic ( which depends on TLC)
methods, :

According to the results obtained, the crude saponins
isclated from G.arrostii var.nebulosa and G.bicolor were active
in higher concentrations to flamentous fungi and in 100-EOQﬁg/m1
concentrations to C.albicans,

The crude saponin of G.perfoliata was active only to
Penicillium expansum,

The crude saponin isolated from S.kotschyi:. constantly
inhibited the mycelial growth of the 4/8 fungi used,

The crude saponin of P.pruinosa 8sp.pruinosa gave the
most stable results and showed the highest antifungal activity.

This crude saponin was consténtly active to 7/8 of the fungi
used.,
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.On the other hand,it was found out that for future re-
searches with flamentous fungi,the dilution in solid media
method,and with yeast-like'fungi, hole-plate diffusion method
were the most convenient methods for our circumstances,
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EKLER

1) Sabouraud Besiyerinin Hazirlanmasi
Dekstroza. > P e o8 40.0 g
Pepton® evesesess 10.0 g

DiStile Su .- L B B N N 1 1000 ml

Maddelerin ¢ozlinmesi igin, karigim su banyosunda
arasira galkalanarak, isitilir.Otoklavda sterilize
edilir,petri kutularina aseptik teknik ile gerekli

- miktarlarda ilave edilir. :
Sabouraud agar besiyeri elde etmek iqin, sterilizasyon-
dan dnce , besiyerine % 3.5 oraninda agarilave edilir(2l).

2) Sterilizasyon
Kullanilan cam ve metalik malzemeler bir dezenfektan@
ile yikanir,su ve daha sonra distile su ile iyice du~
rulanir,etiivde 180°C de 2 saat kuru hava sterilizasyo-
nuna tabi tutulur. '
Bankolarin dezenfeksiyonu % 5 1lik fenol ile yapilair( 7).
‘Ham saponozit tagiyan besiyerlerinin sterilizasyonu,lite-
ratiir verilerine (27 ) ve 6n denemelerimizde elde ettigi-
miz bulgulara dayanilarak 115°C de 1 atm. basing altin-
da 15' da yapilmigtir.

a.Dextroe U,3.P Stock No 1-163~000, Chemo Puroc MFG Cor oy
b.Neutralisated Bacteriological Peptone,Cd.No 134,0XO§D Ltd.
c.Bacto-Agar,Serie 0140-01,DIFCO Lab.,

~ d.Cetavlon,Imperial Cemical Ind.Itd,
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. Sayfa No.
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