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1. GiRIS

Farmasotik alanda ilag gelistirme arastirmalari arasinda yer
alan yeni antifungal, antibakteriyel ve antiviral ajanlarin elde edilmesi igin
tibbi bitkilerden izole edilen dogal bilesenler, yari sentetik veya sentetik
bilesiklerden aktif farkli molekuler yapilar hedeflenerek izole edilmekte ve

antimikrobiyal aktiviteleri in vitro ve in vivo olarak degerlendiriimektedir.

Antimikrobiyal ajanlarin kullaniimaya baglandigi ilk yillardan
itibaren artan diren¢ sorunu nedeniyle bircok tedaviye cevap alinamazken
ayni zamanda uygunsuz kemoterapotik kullanimi sonucu direng gelisimi
halen buyUk bir sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu nedenle yeni
antimikrobiyal maddeler gelistirme ihtiyaci glinimuizde en o6nemli

sorunlardan birini olusturmaktadir.

Mota ve ark.’nin 2009 yilinda yayimladiklari makalelerinde
dermatofitlere karsi son vyillarda gelisen direng sorunuyla birlikte
antidermatofitik  ajanlarin  mikrodillisyon  tekniginde  duyarhliginin
degerlendiriimesinde halen karsilasilan guvenilirlik sorunlarinin oldugunu
bildirmislerdir. Bu nedenle dermatofitlerlere kargi in vitro duyarhhgin
belirlenmesinde yeni ajanlar i¢in standardize edilmis metodlar geligtiriimesi
gerekliligini ortaya koymuslardir. in vitro yéntemler arasinda bulunan sivi
makrodilisyon, sivi mikrodilusyon, agar dilusyon, E-test, sensititre
otomatik yontem, kolorimetrik yontemler bulunmakla birlikte; antimikrobiyal
aktivite arastirmalari arasinda yer alan disk difizyon yodnteminin ¢ok
zaman alici oldugu ve dusuk miktardaki maddeler i¢in uygun bir yontem

olmadig: bildirilmistir’.

Dermatofitler, keratinize dokulari (sag, tirnak, cilt) tutan
mantarlar olarak tanimlanmiglardir. Dermatofitler Epidermophyton,

Microsporum ve Trichophyton olmak Uzere 3 cinse ayriimaktadir. Bu Ug

1



cinse ait 40 kadar dermatofit tirG vardir. Ancak bu turlerden 10 tanesinin
sik olarak infeksiyona neden oldugu bilinmektedir. Microsporum cinsi
dermatofitler daha cok sac¢ telleri, killar ve deride hastalik olusturur.
Epidermophyton ise en fazla inguinal bolge olmak Uzere deri ve tirnak
tutulumu yapar. Trichophyton turleri ise deri, tirnak ve sacl deride tutulum
yapar2. Dermatofitler keratin yapilara, Urettikleri keratinazlar yardimiyla
keratini sindirerek yerlesirler ve bunlara duyarli kigilerde temastan hemen
sonra keratin aderensi sonucunda infeksiyon gelisir. Dermatofitlerin
olusturduklari infeksiyonlarda (dermatofitoz; dermatomikoz; tinea), deri
tutulumu ile deride kepeklenme, vezikul olusumu ve bazen iltihaplanma; kil
ve sa¢ tutulumu ile bunlarin kirilmasi, dokulmesi; tirnaklarin tutulumu ile
sekil ve yapilarinin bozulmasi s6z konusudur. Laboratuvarlarda
dermatofitler eseysiz Ureme Ozelliklerine goére incelenir. Dermatofitler
eseysiz olarak 2 tip konidiyum uretirler. Buyuk, cok hucreli, diz ve
purtukld, ince ve kalin duvarli makrokonidiyum ve daha kuguk, tek hucreli,

diiz duvarli mikrokonidiyum seklindedir®.

Mantar infeksiyonlarinda gunumuizde en yaygin kullanilan
ilaglar arasinda mikonazol, ekokonazol, sulkonazol gibi imidazol turevleri,
ketokonazol, itrakonazol, flukonazol gibi azol tiurevleri, terbinafin ve

grizerofulvin gibi alilamin tiirevleri bulunmaktadir®.

Arastirmamiza mikrodilisyon, kolorimetrik mikrodilisyon ve
kantitatif spektrofotometrik 6lcim olmak Uzere Ug¢ farkli antimikrobiyal test
yontemi kiyaslanarak; farkli bitkilerden (Hypericum perforatum, Cistus
laurifolius) elde edilen ekstre ve alt fraksiyonlarina ait antidematofitik
aktivite sonuglarinin kargilagtirmali degerlendiriimesi amaclanmigtir. Ayni
zamanda antifungal ve antibakteriyel sonuglarla birlikte degderlendiriimeye

alinmasi planlanmigtir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Antidermatofitik Aktivite Testleri

Mikozlarin insidansinin artmasi, antidermatofitik ajanlarin
daha sik kullanimina neden olurken, bunun sonucu olarak mevcut ajanlara
duyarl suglarin daha az duyarli olanlar ile yer degistirmesine yol agmistir.
Son yillarda laboratuvarda antifungal duyarlilik testlerinin yapiimasi énemili
hale gelmistir. Clinical Laboratory Standard Institute 6nceki adiyla;
“‘National Committee for Clinical Laboratory Standards® (NCCLS),
filamentozler (Aspergillus tarleri, Fusarium tarleri, Rhizopus turleri,
Pseudallescheria boydii, Sporothrix schenckii) igin antifungal duyarlihk
testlerinin standartlarini  belirlemis ve 2002 vyilinda M-38A kitabini
yayinlamis ancak bunda dermatofitler bulunmamaktadir. Dermatofitlere ait
duyarlilik testi CLSI M38-A2 2008 yilinda yayinlanmistir*®.

Antidermatofit aktivite test yontemleri (sivi dilisyon, agar
dilisyon, disk difuzyon) arasinda farkli sonuglar elde edildigi halen

bildirilmektedir’ €.

Antidermatofitik aktivite testleriyle ilgili arastirmalar halen

devam etmektedir® %"

2.1.1. Dilisyon Yontemleri

Test, belirlenmis kosullar altinda; standardize edilmis,
mikroorganizmanin Uremesini inhibe etmek icin gerekli olan bir
antimikrobiyal madde konsantrasyonunu belirler. Bu yodntemde, kuguk
hacimli sivi iginde ¢ozulen madde ve miktari belirlenmis uygun ¢ozucude

¢bzunmus antimikrobiyal kullanilarak inhibisyon konsantrasyonu olgulur.
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Mikroorganizmalara ait spesifik besiyerleri kullaniimakla birlikte;
funguslarin Uretilmeleri ve dilisyonlarinda Sabouraud dekstroz agar
(SDA), Sabouraud sivi medium (SLM), patates dekstroz agar (PDA) ve
RPMI 1640 (L-glutaminli ve sodyum bikarbonatsiz) besiyerleri kullanilir’.
McFarland 0.5’e go6re standardize edilerek hazirlanan  kudltar
suspansiyonlari toplam hacmin 1/10'nu ge¢meyecek sekilde (10 pl) 96
kuyulu mikropleytte cift kath dilisyonlari yapilmis olan antimikrobiyal
ajanlar Uzerine ilave edilir. Mikrodilisyonu yapiimis her kuyu 100 ul
besiyeri ve madde dilisyonlarini igerir. Son 2 kuyudan 1’i sadece besiyeri
iceren negatif kontrol, digeri ise sadece kultur suspansiyonu igeren
besiyeridir. Antidermatofitik aktivite icin Onerilen 28°C’de 48-72 saat;
inkibasyon sonrasi minimum inhibisyon diliisyonu (MiK) makroskobik
olarak degerlendirilir. Maya benzeri funguslar icin antifungal aktivite
testinde onerilen 35°C’de, 48 saat inklibasyon; antibakteriyel aktivitenin
belilenmesinde  6nerilen 37°C'de  16-18 saat inkubasyondur.
Makrodilisyon ydnteminde ise mikrodilisyon yonteminde Kkullanilan
mikropleytler yerine cam tupler kullanilir. Konsantrasyonu belli
antimikrobiyal stok ¢ozeltisi; seri tupler igerisindeki sivi besiyeri ile gift katli
dilusyonlari yapilir ve yine ayni sekilde dilisyon serilerindeki her tupe
mikroorganizma suspansiyonu inokule edilir, uygun inkibasyon suresi
sonrasi MIK; makroskobik olarak degerlendirilir Agar diliisyon yénteminde
ise; petrilerde agar (42-45°C) icine antimikrobiyal maddenin belirli
konsantrasyonu  katilarak  Uzerine  McFarland  standartlarindaki
mikroorganizmanin inokule edilmesiyle inhibisyon konsantrasyonlari

belirlenebilir*>812,

2.1.1.1. Kullanilan malzemeler

80-96 kuyulu mikropleytler, pastor pipeti, otomatik pipetler,

Whatman filtre no:40 (8 ym por ¢apli ), spektrofotometre



2.1.1.2. Kullanilan tamponlar
MOPS (morfolinopropan sulfonik asit), fosfat tamponu (PBS).
2.1.1.3. Kullanilan Antifungaller

Mikonazol gibi imidazol turevi, ketokonazol, itrakonazol,
flukonazol gibi azol turevleri, terbinafin ve griserofulvin gibi alilamin

turevleri bulunmaktadir.
2.1.1.4. Kullanilan Mikroorganizmalar

Epidermophyton  floccosum,  Microsporum  gypseum,
Microsporum nanum, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,

Trichophyton violaccum, Trichophyton verrucosum.
2.1.1.5. inkiibasyon siireleri

Mikrodilisyon ydnteminde; inkubasyon sureleri ile ilgili
yapilmis arastirmalarda; T. rubrum ve T. mentagrophytes icin; 28°C’de 7
giin "2, M. canis icin agar diliisyon yénteminde; 28-30°C’de 48 saat?, disk
dufiizyon testi C. albicans igin; 37°C’de 48 saat'?
t13

, E-Test yonteminde, T.
rubrum igin; 28°C’de 96 saat °, E. floccosum ve M. nanum’ un denendigi
bir arastirmada 28°C’de 10 giin™, agar difiizyon yonteminde C. albicans

icin; 28°C’de 48 saat inkiibasyonun uygun oldugu bildirilmistir'®.
2.1.2. Agar Difiizyon Yontemi
Agar difuzyon testi, agar yuzeyinde McFarland standartlarina

gére inokule edilmis mikroorganizmalara kargi test edilecek olan

antimikrobiyal madde dilisyonlarinin tatbik edildigi test sistemini



kapsamaktadir. Agar yuzeyine; inokule edilmis mikroorganizma bulunan
petrilerde belirli ¢apta acgilan gukurlara aktivitesi Olgllecek test 6rmegi
tatbik edilir. Kullanilan maddenin yapisal 6zelligi, difize olma yuzdesini
veya siresini etkileyebilmektedir. inkiibasyon sonrasi, denenen &rnek
etkili ise gukurlarin etrafinda belirgin bigimde Uremenin olmadigi inhibisyon
zonlari olugmaktadir. Olusan inhibisyon zonlari bir kompas ile olgulerek
kaydedilmekte ve degerlendiriimektedir. Cukurcuklara koyulan maddenin
artan ya da azalan konsantrasyonlariyla, aktivite sonucu olusan inhibisyon
zonu ¢aplarinin da dogru orantili olarak artmasi ya da azalmasi beklenir.
Agar difizyon yontemiyle elde edilen zon ¢api degerleri ve buna karsilik
gelen madde konsantrasyonlari ile gergek MIK degerleri arasinda
paralellik oldugu ancak; disk difizyon yénteminde oldugu gibi agar
difizyon yonteminde de test Orneklerinin  kati  besiyerindeki
¢Ozunurluklerinin ~ sivi besiyerindeki  g¢oziunurluklerinden daha az
olabileceginden elde edilen zon gaplarinin ve buna bagh MiK degerlerinin

daha diisiik olabilecegi de bildirilmistir®.
2.1.3. Disk difuzyon (Kirby-Bauer)

Belirli konsantrasyonda antimikrobiyal madde emdirilmig
kagit diskler (Whatman no.l), agar yuzeyine belirli araliklarla yerlestiriimis
ve McFarland standartlarinda inokule edilmigs mikroorganizmaya karsi
olusturduklari inhibisyon zonunun (mm) O&lgulerek degerlendiriimesi
esasina dayanir. Antimikrobiyal maddeler i¢in s6zl edilen zon caplari
milimetre degerine gore “direngli", "orta duyarli" veya "duyarh" olarak

degerlendirmeye olanak vermektedir®.
2.1.4. E-Test

Bu yontemde hazir olarak alinan ve ticari olarak hazirlanan

stripler (6zel emici kagit seritler) kullanihir. Bu seritler Gzerine bir
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antimikrobiyal ajanin degisik konsantrasyonlari absorbe edilmigtir. Seritler
disk difizyon ydnteminde oldugu gibi kati besiyeri Uzerine standart
inokulasyonu yapilan mikroorganizmalara karsi olusan inhibisyonlari
degerlendirir. Olusan zonlar antibiyotigin inhibisyon konsantrasyonunu

belirler'.
2.1.5. MTT yontemi

MTT (Metil tiyazol tetrazolyum 3-(4,5-dimetil-tiyazolil)-2,5-
difeniltetrazolyumbromid) testi, canli hdcre; “mitokondriyal suksinat
dehidrogenazlari” aracihigiyla, ¢ézunar bir tetrazolyum tuzu olan sari renkli
MTT indikatdérini ¢oézunur olmayan mor renkli formazana donusturarler.
Olusan renk degisimi spektrofotometrik yontemle dlgllerek kantitatif olarak
ilag duyarlihgi degerlendirilir. Testte; 96 kuyulu mikropleyte besiyeri iceren
antimikrobiyal dilusyonlari Gzerine mikroorganizma inokulasyonu yapilip;
indikator eklenir, 4 saat inkibasyon sonrasinda dimetil formamid (DMF)
konularak 12-15 saat sonra spektrofotometrik (540 nm) tampona (%45’lik
DMF icinde ¢ozulmis %23 SDS sodyum dedosil sulfat, pH 4.7) karsi
okunur'®".

Tum test yontemlerinde; U¢ kez tekrarlanan test

sonuglari degerlendirilmelidir.

2.1.6. BACTEC Otomatize sistem

BACTEC radyometrik  antibiyotik  duyarlihk  testidir.
Mikobakterilerin primer izolasyonunda kullanilan temele dayanmaktadir,
inokulasyon yapilmis antibiyotik iceren ve icermeyen BACTEC 12B
(Middlebrook 7H12) siselerinde inkiilbasyon sonrasi; besiyerindeki '*C
isaretli substratin kullanimi ile "*CO, olusturan bakterilerin verdigi sonuglar
cihazda (BACTEC 460) kantitatif okunur ve Growth Index (Gl) terimiyle

belirtilir'®°.



2.2. Sar1 kantoron, Kili¢ Otu (Hypericum perforatum)

Alem ‘Plantae
Altalem :Tracheobionta
Bolim  :Magnoliophyta
Sinif :Magnoliopsida
Altsinif  :Dilleniidae
Takim :Thales

Familya :Clusiacea

Resim 1: Hypericum perforatum

Ulkemizde genis bir yayilis gdsteren H. perforatum bitkisi
halk arasinda dahilen soduk alginliginda, brongial ve Urogenital sistem
yangilarinda antiflojistik amacla, safra rahatsizliklari ve mesane
irritasyonlarinda, nevralji, migren agrilarinda, yatistirici olarak, siyatik ve
cesitli Ulserde, diyabette, dispepsinin tedavisinde, antispazmodik, kabiz
yapici, dilretik, emanagog, antimalaryal, kurt diistriici®® bronsit, yangt,
farenijit ve tuberkiloz tedavisinde kullaniimaktadir, haricen ise antiseptik,
egzema ve mantar hastaliklarinin tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir ve

yara iyi edici 2" amagla yaygin olarak kullanildigi bildirilmistir??22,



2.3. Defne yaprakli laden, tuylu laden ( Cistus laurifolius)

Alem : Plantae
Altalem :Tracheobionta
Bolum :Magnoliophyta
Sinif :Magnoliopsida
Altsinif :Dilleniidae
Takim :Violales

Familya :Cistaceae

Resim 2: Cistus laurifolius

Salgi tlylerinde regineli bir salgi maddesi bulunur, bu tiyler
ve salgl maddesi toplanarak ladanum isimli drog elde edilir; bu drogtan
eskiden dizanteri tedavisinde ve ekspektoran olarak yararlanildigi
bilinmektedir*. Bunun yani sira halk arasinda gay olarak kaynatilip igilirse
sekeri diistirdigi®®, sicak su iginde bekletilerek agriyan yere sarilirsa bel

agrisina ve romatizmaya iyi geldigi belirlenmistir®®.



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi

Hypericum perforatum ve Cistus laurifolius toprak ustu
kisimlari kurutularak toz edilmis; 100g/2L % 96 ile oda isisinda yarim
saat/gun manyetik karigtiriciyla karigtirmak suretiyle ekstre edilip
birlestirilen etanollli ekstreleri algak basing altinda, rotavaporda 50°C
sicaklikta yogunlastiriip vakumlu desikatorde algak basing altinda
kurutulmustur. Ekstreler; EtOH Ekstresinin  BAYF yoOntemine gore
fraksiyonlanmistir. Bitkisel ekstreler; Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim Gyesi Do¢.Dr. Esra Akkol tarafindan

hazirlanmistir?’.

3.2. Mikrobiyolojik Analiz

3.2.1. Gere¢ ve Yontemler

3.2.1.1. Mikroorganizmalar

Trichophyon rubrum RSKK 486, Epidermophyton floccosum
RSKK3027, Microsporum gypseum NCPF 580, Candida albicans ATCC
10231, Candida parapsilosis ATCC 900 28, Candida krusei ATCC 6258,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC
13615, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
E. coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Klebsiella
pneumoniae RSKK 574, Acinetobacter baumannii RSKK 02026
(Mikroorganizmalar Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiltesi, Farmasétik

Mikrobiyoloji Kllttr Koleksiyonundan saglanmistir).
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3.2.1.2. Besiyerleri

Patates Dekstroz Agar (PDA; Merck), Saboroud Dekstroz
Agar (SDA; Merck), Saboroud Liquid Medium (SLM, Merck), Muller Hinton
Agar (MHA, Merck), Muller Hinton Broth (MHB, Merck), RPMI -1640
(Sigma).

3.2.1.3. Cozuciuler

3-(N-morfolino)propansulfonikasit; (MOPS: 34.54 g/L; pH:
7.0), Fosfat tamponu solisyonu (PBS; pH:8.0), Etanol (Merck),
Dimetilsulfoksit (DMSO, Merck). 2.1°de belirtilen bitkisel ekstreler uygun
¢bzuclide (%80 etanol : %20 su) ¢ozulip milipor filtrede (20 pm; MA

01730, USA) suzuldukten sonra arastirmada test edilmistir.

3.2.1.4. Kullanilan Kontrol Antimikrobiyal Maddeler

itrakonazol (ITRA; sigma 16657), griseofulvin ( GRI; sigma
G2664 ), terbinafin (TER; sigma G003253), umbelliferon (UMB, sigma
101K3455), ketokonazol (KET, sigma G003254), flukanozol (FLU, sigma
48F8814), ampisilin (AMP, sigma A0166), levofloksasin (LFX, sigma
D1806), gentamisin (GM, sigma A8650).

Kontrol ajanlar; fosfat tamponu (AMP, pH: 8.0), su (GEN,
LFX, FLU) ve dimetilsulfoksit (KET, ITRA, GRI), TERB (%5DMSO:
%1Tween 80) c¢ozuculerinde hazirlanarak deneyde test edilmigtir. Stok

sollisyonlar CLSI kriterlerine gore hazirlanmistir*>.
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3.2.1.5. Cam Malzemeler

Test tupleri, petri kutulari, balon joje, erlen, beher, cam

pipetler(1ml, 5ml, 10ml).

3.2.1.6. Cihazlar

ELISA cihazi (Molecular Devices Versamax), Otoklav (Nuve,
OT 4060, ISO, 9001), pesteur firini (NEL, NR900, Heraueus NR900),
vorteks (Firlabo.sa), hassas terazi (AW320, D432410445, Shimadzu), pH
metre (Appoyal), guvenlik kabini (Chemocell LRCX-UV, Classll A-B
(1°2’3’) Ill), otomatik pipetler (Greiner, eppendorf).

3.2.1.7. Arastirmada Denenen Ekstreler

Hypericum perforatum’a ait kalan su (-H,O) fazi, etil asetat
fraksiyonu (-EtOAc), butanol fraksiyonu (-ButOH), kloroform fraksiyonu (-
CHCI3), hekzan fraksiyonu (-Hx) ve etanol ekstresi (-EtOH) denenmisgtir.
Cistus laurifolius‘a ait kalan su (-H20), etil asetat fraksiyonu (-EtOAc), n-
butanol fraksiyonu (n-ButOH), kloroform fraksiyonu (-CHCI3), hekzan

fraksiyonu (-Hx) ve etanol ekstresi (-EtOH) denenmistir.
3.2.1.8. Arastirmada Denenen indikator Madde

Resazurin indikatér maddesi dermatofitler igin; % 0.02 (w/v),
Candida ve bakteriler igin 6. mg/mL konsantrasyonda steril distile su

icerisinde hazirlanmis ve milipor filtreden (0.22 um milipore; MA 01730,
USA) stzulGp kullaniimistir.
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3.3. Mikroorganizmalar ve inokulum Hazirhig:

Arastirmada; American Type Culture Collection (ATCC),
Culture Collection of Refik Saydam Central Hygiene Institute, Refik
Saydam Kultar Koleksiyonu (RSKK), National Collection of Pathogenic

Fungi (NCPF)’ye ait referans suglar kullaniimistir.

Dermatofitlerden; T. rubrum (RSKK 486) E. floccosum
(RSKK 3027) ve M. gypseum (NCPF 580), miselyum ve konidia gelisimi
icin PDA ‘ya pasajlanmisg ve 28°C’de 7-10 gun inkube edilmistir. TUm
dermatofit suslar steril bir pastor pipeti yardimiyla 10 ml steril serum
fizyolojik (% 0.9) icerisine alinmis ve 15-20 dk agir partikullerin ¢okmesi
icin CLSI M38-A’ da o6nerildigi bicimde oda isisinda bekletilmistir. Kultar
suspansiyonlari spektrofotometrik olarak ODgy 520 nm’ de %70-72
absorbansa gore hazirlanmistir. Stok suspansiyonlar RPMI 1640+0.165 M
MOPS (pH: 7,0) ile 1:50 oraninda diliie edilerek 0.4X10* ve 5X10* CFU/ml
olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan inokulum; antidermatofitik aktivite

testinde denenmistir.

Maya benzeri funguslardan C. albicans, C. parapsilosis ve C.
krusei SDA besiyerinde 35°C’de 24 saat Uremis kulturleri steril serum
fizyolojik icerisine alinmistir ve RPMI besiyeriyle 0.5X10° CFU/mL’de

hazirlanmistir.

Gram pozitif bakterilerden;, S. aureus, S. pyogenes, B.
subtilis, E. faecalis, Gram negatif bakterilerden ise; E. coli, P. aeruginosa,
K. pneumoniae ve A. baumannii, MHA'da 37°C’de 1 gecelik kulturlerinden
0.5X10° CFU/ml'de hazirlanmistir.
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3.4. YOntem

Antidermatofit, antifungal ve antibakteriyel aktivite tayininde
mikrodilisyon yontemi kullaniimistir. Besiyeri iceren 96 kuyulu mikropleyte
maddelerin cift kath dilusyonlari (128-0,125 pg/ml) yapiimistir. Kuyulara
her 6rnek igin 10 yl dermatofit, maya benzeri, fungus ve bakteri kultur
suspansiyonu ilave edilerek sirasiyla; 28°C’'de 72 saat, 35°C’de 24 saat,
37°C'de 18 saat inklbasyon sonrasi minimum inhibisyon dilisyonlari
(MiK) belirlenmistir .

Kolorometrik mikrodiliusyon yontemiyle besiyeri iceren 96
kuyulu mikropleyte maddelerin gift kath dilusyonlart (128-0,125 pg/ml)
yapilmistir. Kuyulara her érnek i¢in 10 pl dermatofit, maya benzeri, fungus
ve bakteri kultlir sispansiyonu ilave edilmistir. Resazurin soltisyonu 10 pl
ilave edilmistir. Dermatofitler icin 28°C’de 72 saat, Candida’lar i¢in 35°C’de
24 saat, bakteriler igin 37°C'de 18 saat inkubasyon sonrasi resazurinin
metabolik aktivite sonunda resafurine donugerek olusturdugu renk

degisimi gbzlemlenerek makroskobik olarak degerlendirilmigtir.

Bakterisit/  fungusit ve  bakteriostatik/  fungustatik
konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla MiK ve (sti diliisyonlarinda kati
besiyerine ekim yapilmistir. inkiibasyon siireleri sonunda (reme
gorulmeyen ornekler bakterisit/fungusit, ureme gorulenler

bakteriostatik/fungustatik olarak degerlendirilmistir.

Kolorimetrik mikrodiliusyon yontemi ile kantitatif inhibisyon
konsantrasyonlarinin ~ (ICsp) belirlenmesi amaciyla 600-690 nm
absorbansta ELIZA mikropleyt okuyucu’ da Olgim yapilarak inhibisyon

oranlari denenen tim mikroorganizmalar/test ornekleri ve
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konsantrasyonlari icin belirlenmigtir. Grafiklerin olusturulmasi ve %
inhibisyon  degerleri (% inh.);  %inh.=[Rezasurin+¢dziicii+besiyeri]-

[Rezasurin+mikroorganizma+besiyeri]x% 100’ degerlerine gore hesaplanmigtir
29, 30
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4. BULGULAR

H. perforatum ve C. laurifolius’ un ekstre ve fraksiyonlarina
ait T. rubrum, E. floccosum ve M. gypseum’a kars! antidermatofitik aktivite
test sonuglari, sivi mikrodilisyon ve kolorimetrik mikrodilisyon yontemiyle
elde edilen MIK degerleri ile birlikte MFS/MFC ve absorbansa bagli %

inhibisyon konsantrasyon (ICsp) degerleri Tablo-1'de gortilmektedir.

H. perforatum ve C. laurifolius’ un ekstre ve fraksiyonlarina
ait C. albicans, C. parapsilosis, C. kruseie karsi antifungal aktivite test
sonuglari, sivi mikrodilisyon ve kolorimetrik mikrodilisyon yontemiyle elde
edilen MIK degerleri ile birlikte MFS/MFC ve absorbansa bagh %

inhibisyon konsantrasyon (ICsp) degerleri Tablo-2’de gorulmektedir.

H. perforatum ve C. laurifolius’ un ekstre ve fraksiyonlarina
ait antibakteriyel (Gram pozitif; S. aureus, S. pyogenes, B. subtilis, E.
faecalis) aktivite test sonuclari, sivi mikrodilisyon ve kolorimetrik
mikrodiliisyon yéntemiyle elde edilen MiK degerleri ile birlikte MBS/MBC
ve absorbansa bagh % inhibisyon konsantrasyon (ICso) degerleri Tablo-

3’de gorulmektedir.

H. perforatum ve C. laurifolius’ un ekstre ve fraksiyonlarina
ait antibakteriyel (Gram negatif; E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, A.
baumannii) aktivite test sonuglari, sivi mikrodilisyon ve kolorimetrik
mikrodiliisyon yéntemiyle elde edilen MIK degerleri ile birlikte MBS/MBC
ve absorbansa bagl % inhibisyon konsantrasyon (ICsy) degerleri Tablo-

4’de gorulmektedir.

H. perforatum ve C. laurifolius’ un ekstre ve fraksiyonlarina
ait denenen tum mikroorganizmalara karsi absorbansa bagl % inhibisyon

konsantrasyonlari Sekil 1-28’ de gorulmektedir.
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Resim 3: Kolorimetrik mikrodilisyon yontemiyle H.
perfortaum (H,O, -EtOAc)’'un M. gypseum’ a karsi MIK
goriintusi.

Resim 5: C. laurifolius (-n-ButOH)’ un B. subtilis’e karsi
MBS/MBC goriintiisii.

Resim 4: Kolorimetrik mikrodiliisyon yontemiyle C.
laurifolius (-H,0, -EtOAC)’un T. rubrum’a karsi MIK
goriintisu.

Resim 6: H. perfortaum (-ButOH)’un E. floccosum’a
karsi MFS/MFC goriintisu.
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Tablo 1. Dermatofitlerde, denenen ekstrelerin ve kontrol maddelerin sivi mikrodilisyon yontemi ve kolorimetrik mikrodiliisyon
yoéntemiyle minumum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri ile absorbans degerlerine bagl %50 inhibisyon konsantrasyon (IC5)
degerleri.

Dermatofitler

Ekstreler Trycophyton rubrum RSKK486 Epidermophyton floccosum RSKK3027 Microsporum gypseum NCPF 580

MiKa | MK | VES | iCs | MK, | MK, e ICso MiKa MIKs e ICso
Hpp-H20 64 64 -164 13 64 64 -164 16 64 64 -164 36
Hpp—EtOAC 32 32 -132 16 32 64 32/64 16 64 64 -164 35
Hpp-ButOH 32 64 32/64 16 128 128 128/- 17 32 64 32/64 37
Hpp—-CHCl3 32 64 32/64 17 32 64 32/64 18 32 64 32/64 35
Hpp—HX. 32 64 32/64 17 128 128 128 17 32 64 32/64 35
Hpp-EtOH 32 64 32/64 17 32 64 32/64 17 32 64 -164 34
Cls-H,0 32 64 32/64 18 32 64 32/64 19 32 64 -164 20
Cls-EtOAc 32 64 32/64 | 16 32 64 32/64 18 32 64 32/64 17
Cls- n-ButOH 64 64 /64 19 32 64 32/64 17 32 64 32/64 19
Cls-CHCls 64 64 -164 18 32 64 32/64 18 32 64 32/64 18
Cls-Hn 64 64 -164 18 32 64 32/64 18 32 64 32/64 20
Cls-EtOH 32 32 -132 17 32 64 32/64 18 32 64 32/64 18
ITRA 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
GRI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
TER 0125 | 0.125 0.125 | 0.125 0.125 0.125
umB 16 16 16 16 16 16

Hpp: Hypericum perforatum, Hpp-H,O: Kalan su fazi, Hpp—EtOAc: etil asetat fraksiyonu, Hpp—ButOH: bitanol fraksiyonu, Hpp—CHCIs: kloroform fraksiyonu, Hpp—
Hx: hekzan fraksiyonu, Hpp—EtOH: etanol ekstresi, Cls: Cistus laurifolius, Cls—H;O: kalan su fazi, Cls—EtAc: etilasetat fraksiyonu, C/s—n-ButOH: n-butanol
fraksiyonu, Cls-CHCIs: Kloroform fraksiyonu, Cls-Hx: hekzan fraksiyonu, C/s—EtOH: etanolli ekstre, ITRA: itrakonazol, GRI: griseofulvin, TER: terbinafin, UMB:
umbelliferon, MiKa: NCCLS kriterlerine gobre MiKy: Rezasurin-kolorimetrik yontemle minimum inhibisyon dilisyonu, MFS: Minimum fungustatik konsantrasyon,
MFC: Minimum fungisit konsantrasyonu.
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Tablo 2. Maya benzeri funguslarda, denenen ekstrelerin ve kontrol maddelerin sivi mikrodiliisyon yontemi ve kolorimetrik
mikrodilisyon yéntemiyle minumum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri ile absorbans degerlerine bagh %50 inhibisyon
konsantrasyon (ICs,) degerleri.

Maya benzeri funguslar

Ekstreler C. albicans ATCC 10231 C. parapsilosis ATCC 90028 C. krusei ATCC 6258

MiKa | MKy | NPT ics | MiK, | MK, | MEY ICso MIK, MKy M ICso
Hpp-H20 64 64 -/64 20 32 64 -/64 11 64 64 -/64 17
Hpp—EtOAc 32 64 32/64 21 32 32 -132 15 64 64 -164 15
Hpp-BuOH 64 64 -/64 21 32 32 -/32 15 64 64 -/64 18
Hpp—CHCls 32 32 /32 17 32 32 2132 15 64 64 /64 12
Hpp—Hx. 32 64 32/64 21 32 64 32/64 11 16 64 >16/64 11
Hpp-EtOH 32 64 32/64 21 32 64 32/64 11 64 64 -/64 17
Cls-H20 16 64 >16/64 | 15 32 64 32/64 16 64 64 -/64 19
Cls-EtOAc 16 64 | 216/64 | 15 32 64 | 32/64 16 64 64 -164 19
Cls-n-ButOH 32 64 32/64 18 64 64 -/64 18 64 64 -/64 20
Cls-CHCly 32 64 32/64 11 32 64 32/64 16 64 64 -/64 17
Cls-Hn 32 64 32/64 11 32 64 32/64 15 64 64 -/64 19
Cls-EtOH 32 64 32/64 12 32 64 32/64 15 64 64 -/64 17
KET 1 1 1 1 4 4
FLU 4 4 4 4 64 64
UMB 8 8 8 8 8 8

Hpp: Hypericum perforatum, Hpp-H,O: Kalan su fazi, Hpp—EtOAc: etil asetat fraksiyonu, Hpp—ButOH: bitanol fraksiyonu, Hpp—CHCIs: kloroform fraksiyonu, Hpp—
Hx: hekzan fraksiyonu, Hpp—EtOH: etanol ekstresi, Cls: Cistus laurifolius, Cls—H>O: kalan su fazi, Cls—EtAc: etilasetat fraksiyonu, Cls — n-ButOH: n-butanol
fraksiyonu, Cls-CHCls: Kloroform fraksiyonu, Cls- Hx: hekzan fraksiyonu, Cls—EtOH: etanollii ekstre, KET: ketokonazol, FLU: flukonazol, UMB: umbelliferon, MiKa:
NCCLS kriterlerine gére minimum inhibisyon diliisyonu, MiKs: Rezasurin-kolorimetrik yéntemle minimum inhibisyon diliisyonu, MFS: Minimum fungustatik
konsantrasyon, MFC: Minimum fungusit konsantrasyonu.



Tablo 3. Gram pozitif bakterilerde, denenen ekstrelerin ve kontrol maddelerin sivi mikrodiliisyon y6ntemi ve kolorimetrik mikrodiliisyon
yoéntemiyle minumum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri ile absorbans degerlerine bagl %50 inhibisyon konsantrasyon (IC5)
degerleri.

Gram- pozitif mikroorganizmalar
S. aureus ATCC 25923 S. pyogenes ATCC 13615 B. subtilis ATCC 6633 E. faecalis ATCC 29212

Ekstreler MiKa | MiK, ';\"AESC/ ICso | MiKa | MiKy '\,\’/'lBB%/ ICso | MiKa | MiKp 'R"ABBS(’;/ ICso | MiKa | MiKp 'R"ABBS(’;/ ICs0
Hpp-H20 64 64 -164 36 64 64 -164 36 64 64 -164 37 64 64 -164 37
Hpp—EtOAc 64 64 -/64 36 64 64 -164 35 64 64 -164 37 64 64 -164 36
Hpp—BuOH 64 128 | 64/128 | 38 64 64 -164 37 64 128 | 64/128 | 40 64 128 | 64/128 | 36
Hpp—CHCls 64 64 - /64 38 64 64 -164 35 64 128 | 64/128 | 40 64 128 | 64/128 | 37
Hpp— Hx. 64 64 -164 36 64 64 -164 35 64 64 -164 37 64 64 -164 36
Hpp-EtOH 64 128 | 64/128 | 37 64 64 -164 33 64 128 | 64/128 | 40 64 64 -164 37
Cls—Hz0 64 128 | 64/128 | 40 64 64 -164 36 64 128 | 64/128 | 41 64 64 -164 34
Cls-EtOAc 64 64 -164 38 64 64 -164 35 64 128 | 64/128 | 40 64 64 -164 34
Cls- n-ButOH 64 64 -164 37 64 64 -164 35 64 64 -164 30 64 64 -164 35
Cls-CHCl3 64 64 -164 38 64 128 | 64/128 | 38 64 128 | 64/128 | 41 64 64 -164 33
Cls-Hx. 64 128 | 64/128 | 40 64 128 | 64/128 | 36 64 128 | 64/128 | 41 64 128 | 64/128 | 34
Cls-EtOH 64 64 -164 36 64 64 -164 35 64 128 | 64/128 | 41 64 64 -164 35
AMP <0.12 | <0.12 <0.12 | <0.12 0.12 | 0.12 0.5 0.5

LFX 0.25 0.25 0.5 0.5 - - 0.5 0.5

UmB 8 8 8 8 8 8 8 8

0¢

Hpp: Hypericum perforatum, Hpp - H,O: Kalan su fazi, Hpp — EtOAc: etil asetat fraksiyonu, Hpp — ButOH: bitanol fraksiyonu, Hpp — CHCI;:
kloroform fraksiyonu, Hpp—Hx: hekzan fraksiyonu, Hpp—EtOH: etanol ekstresi, Cls: Cistus laurifolius, Cls—H,O: kalan su fazi, Cls—EtAc: etilasetat
fraksiyonu, Cls — n-ButOH: n-butanol fraksiyonu, Cls-CHCI;: Kloroform fraksiyonu, Cls- Hx: hekzan fraksiyonu, C/s—EtOH: etanolli ekstre, AMP:
ampisillin, LFX: levofloksazin, UMB: umbelliferon MiK,: NCCLS kriterlerine gére minimum inhibisyon dilisyonu, MIiK,: Rezasurin-kolorimetrik
yoéntemle minimum inhibisyon dilisyonu, MBS: Minimum bakteriostatik konsantrasyon, MBC: Minimum bakterisit konsantrasyonu.




Tablo 4. Gram negatif bakterilerde, denenen ekstrelerin ve kontrol maddelerin sivi mikrodiliisyon yontemi ve kolorimetrik
mikrodilisyon yéntemiyle minumum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri ile absorbans degerlerine bagh %50 inhibisyon
konsantrasyon (ICs,) degerleri.

Gram-negatif mikroorganizmalar
E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 10145 K. pneumoniae RSKK 574 A. baumannii RSKK02026

Ekstreler MiKa | MiKo '\,\’/'lBB%/ ICso | MiKa | MiKy ',\\"ABB%‘/ ICso | MiKa | MiKy '\,\’/'lBB%/ ICso | MiKa | MiKo '\,\’/'lBB%/ ICs0
Hpp- H20 32 64 32/64 17 32 64 | 32/64 | 15 32 64 32/64 | 15 32 64 | 32/64 | 19
Hpp —EtOAc 32 64 32/64 18 32 64 | 32064 | 17 32 64 32/64 | 15 32 64 | 32/64 | 19
Hpp-BuOH 16 32 16/32 12 32 64 | 32/64 | 16 32 64 32/64 | 15 32 64 | 32/64 | 18
Hpp—-CHCls 16 64 >16/64 | 15 32 64 | 32/64 | 20 16 32 16/32 | 14 32 64 | 32/64 | 18
Hpp — Hx. 16 64 >16/64 | 16 32 64 | 32/64 | 19 16 32 16/32 | 14 32 64 | 32/64 | 19
Hpp- EtOH 16 32 16/32 10 32 64 | 32/64 | 18 32 64 32/64 | 15 32 64 | 32/64 | 18
Cls—H20 16 64 >16/64 | 12 32 64 | 32/64 | 15 32 64 32/64 | 19 32 64 | 32/64 | 20
Cls- EtOAc 16 64 >16/64 | 13 32 64 | 32/64 | 15 32 64 32/64 | 18 32 64 | 32/64 | 18
Cls- n-ButOH 16 32 >16/32 | 15 32 64 | 32/64 | 15 32 64 32/64 | 18 32 64 | 32/64 | 19
Cls-CHCls 16 64 >16/64 | 9 32 64 | 32/64 | 16 16 64 32/64 | 15 32 64 | 32/64 | 17
Cls-Hx. 16 64 >16/64 | 13 32 64 | 32/64 | 15 32 64 32/64 | 18 32 64 | 32/64 | 19
Cls-EtOH 16 64 >16/64 | 14 32 64 | 32/64 | 16 32 64 32/64 | 18 64 64 | -/264 | 18
GM - - 0.5 0.5 - - - -

LFX <0.12 | <0.12 1 1 <0.12 | <0.12 012 | 0.12

umB 16 16 16 16 16 16 16 16

T¢

Hpp: Hypericum perforatum, Hpp-H,O: Kalan su fazi, Hpp—EtOAc: etil asetat fraksiyonu, Hpp—ButOH: bitanol fraksiyonu, Hpp—CHCls: kloroform fraksiyonu, Hpp—
Hx: hekzan fraksiyonu, Hpp—EtOH: etanol ekstresi, Cls: Cistus laurifolius, Cls—H,O: kalan su fazi, Cls—EtAc: etilasetat fraksiyonu, Cls—n-ButOH: n-butanol
fraksiyonu, Cls-CHCls: Kloroform fraksiyonu, Cls-Hx: hekzan fraksiyonu, Cls—EtOH: etanollii ekstre, GM: gentamisin, LFX: levofloksazin, UMB: umbelliferon, MiKa:
NCCLS kriterlerine gére minimum inhibisyon diliisyonu, MiKy: Rezasurin-kolorimetrik yéntemle minimum inhibisyon diliisyonu, MBS: Minimum bakteriostatik
konsantrasyon, MBC: Minimum bakterisit konsantrasyonu.



Mikrodilisyon ve kolorimetrik mikrodilisyon yontemleri
sonucunda elde edilen MIK degerleri karsilastirimali  olarak
degerlendirildiginde; her iki ydontemde H. perforatunm’a ait bir fraksiyonda (-
H,O), C. laurifolius’a ait Ug¢ fraksiyonda (n-BuOH, -CHCI;, -Hx), T.
rubrum’a kargi 64 ug/ml'de antidermatofitik aktivite belirlenmigtir. Her iki
yontemde 32 pg/ml’de H. perforatum (-EtOAc) ve C. laurifolius (-EtOH)'a
ait birer fraksiyonunda antidermatofitik aktivite gortaimustiur. Farkli olarak;
Hpp-ButOH, Hpp- CHCIls Hpp-Hx, Hpp-EtOH, CIs-H,O ve Cis-EtOAc
mikrodiliisyon yontemiyle; 32 pg/ml'de MIK degeri verirken kolorimetrik
mikrodilisyon yénteminde 64 pg/mide MIK degeri  vermistir.
MFS/MFC’degerleri ise 32-64 pg/ml’de belirlenmigtir. 1Cso degerleri; 13-19
hug/ml’de belirlenmistir (Tablo-1, Sekil 1-2).

Her iki yontemde; E. floccosum’a kargi 64 pg/mlde
mikrodilisyon ve kolorimetrik mikrodilisyon yontemleri 128 pg/ml’de Hpp-
ButOH ve Hpp-Hx ayni konsantrasyonda minimum inhibisyonlari
belirlenirken farkli olarak Hpp-EtOAc, Hpp-CHCIs, Hpp-EtOH ve Cis’nin
denenen tum fraksiyonlarinda 32-64 pg/mlde belirlenmistir. MFS/MFC 32-
128 pg/mlPde gorulmustar. ICso degerleri 16-19 pg/ml’de belirlenmistir
(Tablo-1, Sekil 3-4).

Hpp-H20, Hpp-EtOAc; M. gypseum’a karsi mikrodilisyon ve
kolorimetrik mikrodillisyon yéntemlerinde 64 pg/mI'de MiK'u belirlenirken,
H. perforatum’a ait denenen diger fraksiyonlarinda (Hpp-ButOH, Hpp-
CHCI3;, Hpp-Hx, Hpp- EtOH) mikrodilisyon yontemiyle 32 pg/ml,
kolorimetrik mikrodilisyon yéntemiyle 64 ug/mIde MIK belirlenmistir.
MFS/MFC ise; 32-64 pg/ml’de, ICso de@erleri 17-36 pug/ml’'de gorualmustar
(Tablo-1, Sekil 5-6).

Maya benzeri funguslarda her iki yontem kiyaslandiginda; C.
albicans’a karsi Hpp-H,O, Hpp-ButOH 64 pg/mlPde, Hpp-CHCI; 32
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ug/mPde ayni MIiK degerindeyken, test edilen diger érneklerde (Hpp-
EtOAc, Hpp-Hx, Hpp-EtOH, Cls-n-ButOH, CI/s-CHCI;, Cls-Hx, Cls-EtOH)
mikrodiltisyon ydénteminde MIK: 32 ug/ml, kolorimetrik mikrodiliisyon
yonteminde ise 64 pg/ml'de MIK belirlenmisti. MFS/MFC ise; >16-64
ug/ml’de, 1Cso degerleri 11-21 pg/ml'de belirlenmistir (Tablo-2, Sekil 7-8).

Her iki yontemle, C. parapsilosis igin; Hpp-EtOAc, Hpp-
ButOH ve Hpp-CHCls, 32 upg/mlde, Cls-n-ButOH 64 upg/ml ayni MiK
degerini vermistir. Denenen diger tum test orneklerinde ise mikrodilusyon
yontemiyle 32 pg/ml, kolorimetrik mikrodilusyon yonteminde ise 64
ug/mr'de MIK gozlemlenmisti. MFS/MFC ise; 32-64 ug/ml'de, ICsg
degerleri 11-16 pg/ml’de belirlenmistir (Tablo-2, Sekil 9-10).

Tum test orneklerinde C.kruser ye kargi her iki yontemle de
MIK degeri Hpp-Hx haric (16-64 pg/ml) 64 ug/ml’de belirlenmistir.
MFS/MFC ise; 216-64 Mg/mlde, 1Cso degerleri 11-20 ug/mlde
belirlenmistir (Tablo-2, Sekil 11-12).

Mikrodilisyon yontemiyle tum test 6rneklerinde; S. aureus’a
64 pg/ml’ de antibakteriyel aktivite belirlenirken, kolorimetrik mikrodiliisyon
yonteminde; farkh olarak Hpp-ButOH, Hpp-EtOH, CIs-H;O, Cls-Hx 128
pug/ml’de MIK degeri belirlenmigtir. MBS/MBC ise; 64-128 pg/ml'de, 1Csq
degerleri 36-40 pg/ml’de belirlenmistir (Tablo-3, Sekil 13-14).

S. pyogenes’ e karsi her iki yontemde C/s-CHCI; ve Cls-Hx
harig (128 ug/ml) denenen tim &rnekler; 64 pg/ml'de MiK belirlenmistir.
MBS/MBC ise; 64-128 ug/mlPde, 1Cso degerleri 33-38 pg/mlde
belirlenmistir (Tablo-3, Sekil 15-16).

B. subtilis’ e karsli, her iki yontemde Hpp-H>O, Hpp-EtOAcC,
Hpp-Hx, Cls-n-ButOH 64 ug/ml'de MIK degeri vermistir. Mikrodiliisyon
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yonteminde; 64 pg/ml kolorimetrik mikrodilisyon yonteminde ise 128
pug/mlP’de diger test orneklerinde (Hpp-ButOH, Hpp-CHCIs, Hpp-EtOAC,
Cls-H,0, Cls-EtOAc, Cls-CHCI3, Cls-Hx, Cls-EtOH) antibakteriyel aktivite
belirlenmistir. MBS/MBC ise; 64-128 pug/mlide, ICsy degerleri 30-41
pug/ml’de belirlenmistir (Tablo-3, Sekil 17-18).

Mikrodilisyon yontemiyle antibakteriyel aktivite E. faecalis’e
kargi denenen tim test Orneklerinde 64 ug/ml'de; kolorimetik
mikrodilisyon yonteminde ise farkli olarak Hpp-ButOH, Hpp-CHCI; ve Cls-
Hx'da 128 pg/ml'de belirlenmigtir. MBS/MBC ise; 64-128 pg/ml'de, 1Cso
degerleri 33-37 pg/ml’de belirlenmistir (Tablo-3, Sekil 19-20).

Gram negatif bakterilerden; E. col’ye karsi, mikrodilisyon
yontemiyle MIK: 32 pg/ml'de iki fraksiyonda (Hpp-H20O, Hpp-EtOAc) ve
denenen diger test orneklerinde (Hpp-ButOH, Hpp-CHCIs Hpp-Hx, Hpp-
EtOH, Cls-H,0, CIls-EtOAc, Cls-n-ButOH, CIs-CHCI3, Cls-Hx, Cls-EtOH)
16 ug/ml’de belirlenmistir. Kolorimetrik mikrodilisyon yonteminde ise farkl
olarak MiK 64 pg/ml'de; Hpp-H20, Hpp-EtOAc, Hpp-CHCI3 Hpp-Hx, Cls-
H.,0, Cls-EtOAc, Cls-Hx, Cls-EtOH’de belirlenmistir. MBS/MBC ise; =16-
64 ug/ml’de, ICso degerleri 9-18 ug/ml’'de belirlenmistir (Tablo-4, Sekil 21-
22).

Mikrodilisyon yontemiyle P. aeruginosa’ya kargi tum test
orneklerinde 32 ug/mlI’ de belirlenirken, kolorimetrik mikrodilisyon
yonteminle 64 pg/ml’de belirlenmistir. MBS/MBC ise; 32-64 ug/ml'de, 1Cs
degerleri 15-20 pg/ml’de belirlenmistir (Tablo-4, Sekil 23-24).

K. pneumonia’ya kargi mikrodilisyon yontemiyle elde edilen
32 pg/ml’ deki MiK degeri test érneklerinde (Hpp-H.0, Hpp- EtOAc, Hpp-
ButOH, Hpp-EtOH, Cls-H,0, Cls-EtOAc, Cls-n-ButOH, Cls-Hx, Cls-EtOH)

belirlenirken kolorimetrik mikrodilisyon yontemiyle 64 pg/ml'de tespit
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edilmistir. Bunlardan farkli olarak mikrodilisyon yontemiyle; Hpp-CHCls,
Hpp-Hx, Cls-CHClyda MIK 16 pg/mL’de tespit edilirken kolorimetrik
mikrodillisyon yontemiyle Cl/s-CHCI3 hari¢ (64 ug/ml) 32 pg/ml'de tespit
edilmistir. MBS/MBC ise; 16-64 pg/ml'de, ICsy degerleri 14-19 ug/ml'de
belirlenmistir (Tablo-4, Sekil 25-26.

Antibakteriyel aktivite; A. baumannii'ye karsi tum test
drneklerinde; Cls-EtOH hari¢ mikrodiliisyon yéntemiyle MiK: 32 pg/ml'de
kolorimetrik diliisyon yéntemiyle ise MiK: 64 ug/ml'de tespit edilmistir. Cls-
EtOH ise her iki yontemde de 64 ug/ml’de aktivite gostermistir (Tablo-4,
Sekil 27-28).

Mikrodiliisyon yéntemiyle elde edilen MIK degerleri ile
kolorimetrik mikrodiliisyon yontemiyle elde edilen MK degerleri;
bakterisit/fungusit konsantrasyonlari ile birlikte degerlendirildiginde;
kolorimetrik mikrodillisyon yontemiyle elde edilen MIK degerlerinin
bakterisit/fungusit konsantrasyonlari ile ayni degerlerde oldugu
gorulmustar, kontrol ajanlar i¢cin denenen tum dozlarda % 99.99 inhibisyon

belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Arastirmamiza mikrodilisyon, kolorimetrik mikrodilisyon ve
kantitatif spektrofotometrik 6lcim olmak Uzere Hypericum perforatum
(Hpp) ve Cistus laurifolius (Cls)'a a ait ekstre ve alt fraksiyonlarina ait test
orneklerinde; antidematofitik aktivite sonuglariyla birlikte antifungal ve
antibakteriyel aktiviteleri belirlenmistir (Tablo 1-4, Sekil 1-28).

Su anda mevcut olan referans yéontemlerden; CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute; onceki adiyla NCCLS) tarafindan
maya (CLSI, M27-A2), kufler (CLSI, M38-A) ve dermatofitler i¢in (CLSI,
M38-A2) igin gelistirilen mikrodilisyon ydntemi, Candida (flukonazol,
vorikonazol) icin gelistirilen disk difizyon yontemi EUCAST (European
Confederation of Antifungal Susceptibility Testing) tarafindan CLSI

yontemi modifiye edilerek mayalar i¢in geligtirilen mikrodilisyon yontemidir
4-6,31,32

Referans mikrodilisyon yontemlerinin, uzun surede sonug
vermesi, minimum inhibitér konsantrasyon (MIK; upg/ml) sonuglarinin
okunmasinin zor olmasi ve bazi izole suslar icin MIK direnc sinir
degerlerinin  mevcut antimikrobiyal ajanlar igin henuz kesin olarak
bilinmemesi gibi bazi dezavantajlari halen bulunmaktadir. Antimikrobiyal
ajanlara duyarliliklarin belirlenmesinde standart yontemlerin
geligtiriimesiyle birlikte halen duyarlilik standartlarinin; daha kisa slrede,
daha guvenilir ve pratik yontemlerin gelistiriimesi i¢in galismalar devam

etmektedir 3238,

Bu konu ile ilgili yapilan bazi ¢alismalar, E test (AB BioDisk)
ve ticari olarak mevcut olan kolorimetrik bir sistem olan sensititre yeast
one’t (TREK Diagnostic Systems) referans yontem ile karsilagtirmali

olarak arastirilmis ve sonuglari, referans yontem ile bu yontemler
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arasindaki uyum oranlarinin genelde iyi duzeyde oldugunu bildiriimekle
birlikte bazi izole suslar igin duyarlilik ya da direncin MiK degeri sinir
degerlere yakin olabilen tlrlere ait suslarda uyum oranlarinin dusuk
olabilecegi bildirilmistir**3°. Bir baska yéntem olan; tetrazolyum tuzunun
(XTT) indirgenmesi esasina dayanan ve bir kolorimetrik metabolik test
olan XTT testi ise, Candida, Cryptococcus neoformans, Aspergillus ve
Zygomycetes sinifindaki mantarlarin antifungal ilaglara duyarliligini
belilemek amaciyla denenen testlerden biridir*® 7. XTT testi, standart
yonteme gore daha kisa surede sonu¢ verme avantajini sunmakta ise de,
bu konu ile ilgili veriler hentz sinirli ve arastirma agsamasinda olup, daha
ayrintili galismalara gereksinim oldugu bildiriimektedir. Flow sitometre ile
antifungal ilaglara duyarhligin  belirlenmesinde arastirilan  diger
yontemlerdir. Flowsitometre 6zel donanim gerektirmesi nedeniyle, yaygin

kullanimi sinirlandirdigi bildirilmektedir®®4°.

Antidermatofitik aktivite testleri arasinda yer alan; inhibisyon
zonu (mm) belirlemeye yonelik oluk yontemi ve disk difizyon yontemi ile
mikrodilisyon yontemi kullanilarak aktif konsantrasyonun; minumum
inhibisyon konsantrasyonunu (MiK; pg/ml) belirlenmesi amaciyla farkli bitki
tirlerine ait ekstrelerde daha o©onceden yapimig arastirmalar

bulunmaktadir*'—°.

Arastirmamiza benzer sekilde; Santos ve ark.larinin
mikrodilisyon  yontemiyle arastirdiklari  g¢alismalarinda;  Copaiba
tlrlerinden elde edilen yaglarda Gram pozitif bakterilerden; S. aureus, S.
epidermidis, B. subtilis ve E. faecalise 31,3-62,5 upg/ml'de aktivite
bildirilmiglerdir. Bitkinin diger turlerinde (C. cearensis, C. langsdorffii, C.
multijuga) ise; T. mentagrophytes, M. canis ve T. rubrum’a karsi 250-500
ug/mi'de aktivite saptamislardir*’. Arastirmamizda; T. rubrum’a Karsi
mikrodilisyon ve kolorimetrik mikrodilusyonda yontemi ile H. perforatum

(Hpp) ve C. laurifolius (Cls)’a ait ekstre ve fraksiyonlarinda; 32-64 ug/ml’de
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antidermatofitik aktivite belirlenmigtir (Tablo 1). Denenen Orneklerde; Hpp-
EtOAc ve CIs-EtOH (32 pg/ml) hari¢ tim test drneklerinde; 64 pg/ml’de
fungusit etki gérulmastur. T. rubrum’a karsi her iki yontemde; Hpp ve Cls
icin belirlenen MIK degerinin MFC ile ayni degerde oldugu dolayisiyla;
kolorimetrik mikrodilisyon testinde elde edilen veriler degerlendirildiginde;
kalitatif olarak fungisidal degeri verdigi gorulmustur (Tablo-1, Sekil: 1-2 ).

Stein ve ark.lann Pterocaulon (Asteraceae) turlerinde;
mikrodilisyon ydntemiyle yaptiklari arastirmada, P. polystachyum ait
hekzan ekstrelerinde; Cryptococcus neoformans’a kargi 125 ug/ml’de, T.
rubrum’a kargl 62,5 yg/ml’de, M. gypseum ve T. mentagrophytes’e karsi
31,25 ug/ml'de antifungal ve antidermatofitik aktivite rapor etmislerdir*.
Arastirmamizda; E. floccosum’a karsi; mikrodilisyon ve kolorimetrik
mikrodilisyon yontemi ile Hpp ve Cls'’ye ait ekstre ve fraksiyonlarinda 32-
128 pg/ml’de antidermatofitik aktivite belirlenmistir (Tablo 1). Farkl olarak,
mikrodilisyon ve kolorimetrik mikrodilisyon yontemleriyle; Hpp-ButOH'de;
E. floccosum'a karsi ayni MIK (128 ug/ml) degeri belirlenirken; MFS
degerinin 128 ug/ml oldugu goérilmustir. Dolayisiyla; denenen en ylksek
dozda, kolorimetrik mikrodiliisyon yéntemiyle elde edilen MiK degerinin
MFS degerini verebilecegi gorulmustur (Tablo-1, Sekil: 3-4).

Bir baska arastirmada ise; Premkumar ve Shyamsundar
mikrodilisyon  ydntemiyle; Pistia  stratiotes  ekstelerinde; T.
mentagrophytes, T. rubrum ve E. floccosum’a karsi; 250 ug/ml'de, M.
gypseum ve M. nanum’a karsi ise 125 yg/ml'de antidermatofitik aktivite
géstermi§lerdir15. Benzer bir arastirmada; Koroishi ve ark.lari Piper
regnelli yapraklarinin ekstrelerinde MiK degerlerini, T. mentagrophytes, T.
rubrum ve M. canis igin; 15,62 pg/ml, M. gypseum igin 62,5 ug/ml'de
belirlemislerdir*®. Arastirmamizda; M. gypseum’a karsi; mikrodilisyon
yontemi ve kolorimetrik mikrodilisyon yontemi ile Hpp ve CIs’ye ait ekstre

ve fraksiyonlarinda; 32-64 ug/ml'de antidermatofitik aktivite belirlenmistir
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(Tablo 1). Antidermatofitik aktivite testinde; 13-36 pg/ml arliginda
belirlenen 1Csy degerlerinin kantitatif sonug vermesi dnemli goralmustar
(Tablo-1, Sekil: 5-6 ).

Natarajan ve ark.’lari tlpte makrodilisyon ydntemiyle
yaptiklari arastirmada; Azadirachta indica yapraklarinin dermatofitler
Uzerine etkisini enatolll ekstrelerde T. rubrum ve T. nanum’'a kargi MIK;
250 ug/ml'de, T. mentagrophytes'de ise 125 pg/ml'de belirlemislerdir*.
Benzer sekilde; Fontelle ve ark.lari Croton’a ait turlerde en ylksek
antidermatofitik aktiviteyi Croton argyrophylloides’ de MiK 9-19 ug/ml ve
MFC'u ise; 39-78 ug/ml' de belirlemislerdir’. Markin ve ark.lari
inkibasyon sulrelerinini de karsilastirarak yaptiklari ¢alismada; zeytin
yapragdinin %1.25" lik ekstresinin 3 gunluk inkibasyonu sonunda; T.
rubrum, T. mentagrophytes, M. canis’i; %15 lik ekstresinin ise, 24 saatlik
inkilbasyon sonrasinda; C. albicans ‘I inhibe ettigini gdstermislerdir®.
Aragtirmamizda; kolorimetrik  mikrodilisyon yontemi ile paralel
mikrodiltisyon yéntemi C. albicans’a karsi en yiiksek MIiK; 64 ug/ml’ de; H.
perforatum’ a ait Hpp-H,O/ButOH de belirlenmistir. en disiik MIK degeri
ise  mikrodilisyon yonteminde 16 pg/ml’ de; Cls-H,O/EtOAC
farksiyonlarinda gorulmustar, bu degerler kolorimetrik mikrodilisyon igin
MIiK; 64 ug/ml olarak belirlenmistir. Cls-H,O/EtOAc farksiyonlari icin
216/64 konsantrasyon araliginda belirlenen; MFS/MFC g6z Onine
alindiginda; kolorimetrik ~ mikrodilisyon  yontemi  ile  fungisid
konsantrasyonun ayni degerde oldugu gorulmustur (Tablo-2, Sekil: 7-8 ).

Heisey ve ark.’lari, T. rubrum’a kars! bitkisel ekstrelerde disk
difizyon yontemiyle inhibisyon zon ¢aplarini arastirdiklari ¢alismalarinda;
antidermatofitik aktiviteyi; Chenopodium ambrosioides ekstrelerinde 8
mm’de, Juglans nigra eksteleri icin 15 mm’de, J. Virginiana i¢cin 24 mm’de
olusturduklari inhibisyon zonlarina gére degerlendirmislerdir’®. Ayni
yontem ile; Prasad ve ark.’lari, Psoralea corylifolia metanol ekstresinde; T.

rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum ve M. gypseun’a karsi; 28
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mm’lik inhibisyon zonu olustudugunu gdstermislerdir'’. Benzer sekilde;
Shamim ve ark.’lari agar difizyon ydntemiyle Allium sativum, Aloe
barbadensis ve Solanum nigrum turlerinin sulu ve ethanolli ekstrelerinin
antifungal ve antidermatofitik aktivitesini; inhibisyon zon caplarina gore
arastirmis ve etanolli ekstrelerin sulu ekstrelere gore daha etkin oldugunu
rapor etmiglerdir. Ekstrelerin; C. albicans, C. tropicalis ve T.
mentagrophytes’e karsi 41-50 mm’de, T. rubrum’u karsi; 31-40 mm’de
inhibisyon zonu olustururken, E. floccosum‘a karsi aktivite olmadigini
belirlemislerdir®®. Batinelli ve ark.’lari Olea europaea meyvesindeki alifatik
aldehitlerin M. canis ve T. mentagrophytes karsi MiIK <1.9-125 ug/ml
araliginda belirlemislerdir*’. Cavaliero ve ark.lari Juniperus ucucu
yaglarinda yaptiklari arastirmada; Aspergillus, Candida ve dermatofitlere
karsi MIK degerini; J. oxycedrus ssp. oxycedrus’da 0.08-0.16 pl/ml'de
géstermi§lerdir48. Arastirmamiza; C. parapsilosis’e karsi mikrodilisyon
yontemi ile Cls-n-ButOH harig tim ekstre ve fraksiyonlarda; MiK;32 pg/ml
kolorimetrik mikrodiliisyon yénteminde ise; MIK; 64 pg/ml'de Hpp-
etilasetat, butanol ve kloroform ekstreleri hari¢ tumunde belirlenmigtir
(Tablo-2, Sekil: 9-10 ).

Garcia ve ark.lan farkli bitki ekstreleriyle yaptiklari
calismalarinda, Eupatorium aschenbornianum (Asteraceae) yapraklarinin
hekzanli ekstreselerinin T. rubrum, T. mentagrophytes ve C. albicans’a
kargi sirasiyla; 0.3, 0.03, 8.0 mg/ml’de, Sedum oxypetalum
(Crassulaceae)’'un ise her mikroorganizmaya 8.0 mg/ml’de antidermatofitik
ve antifungal etkisini belirlemislerdir®®. Tosun ve ark.lari C. albicans ve C.
krusei’ ye kars! disk diffizyon yontemi ile yaptiklari arastirmada; Allium
rotundumun 15 ve 10 mm, Anthemis tinctoria'nin ise 11 ve 12 mm
inhibisyon capi olusturdugunu gdstermislerdir’®. Ayni ydntem ile yaptiklari
arastirmada; Uzel ve ark.lari Anthemis xylopoda temel yaglarinin C.
albicans, C. krusei ve C. tropicalis igin sirasiyla; 7.8, 7.5, 8.3 mm'de
inhibisyon zonu olusturduklari belirlemislerdir®'. Arastirmamizda; H.

perforatum, C. laurifolis ekstre ve fraksiyonlarinin C. krusei' ye Kkarsi
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antifungal aktivitesi mikrodiliisyon yéntemi ile; Hpp-hekzan (MiK;16 ug/ml)
ektresi hari¢ tuma igin; 64, kolorimetrik mikrodilisyon testi icin ise tum

ekstre drneklerinde; 64 ug/ml’de belirlenmigtir (Tablo-2, Sekil: 11-12 ).

Rojas ve ark.’lari agar dilusyon yontemiyle; Distictis
buccinatori  ekstrelerinde Gram pozitif bakterilere; 8 mg/ml'de
antibakteriyel, T. mentagrophytes ve T. rubruma 4 mg/mlde
antidermatofitik aktivite belirlemislerdir®®. Iscan ve ark.’lari mikrodillisyon
yontemiyle bazi Umbelliferae turlerinden elde edilen ugucu yaglarin
antifungal ve antibakteriyel aktiviteleri arastirdiklar c¢alismalarinda,
arastirdiklari tim ucgucu yaglarin 31,25-1000 ug/ml'ye konsantrasyon
araliginda antibakteriyel aktiviteyi; S. aureus ve P. aeruginosa’ ya karsi ise
62,5 ug/ml’ de belirlemislerdir®. Arastirmamizda; her iki ydntemle; S.
aureus’a karsi MIK; 64’de, farkh olarak kolorimetrik mikrodillisyon
yonteminde MIK; 128 ug/ml'olan Hpp butanol ve etanol ekstreleri, CIs’'ye
ait su ve hekzan ekstreleri; MBS konsantrasyonlarida; 64 ug/ml'de
belirlenmistir. Denenen ekstrelerde; S. pyogenes’e kargi her iki
mikrodiliisyon ydénteminde de MIK; 64 pg/ml'de olmak lzere MBC
konsantrasyonlari; 64 ug/ml olan bitkisel ekstrelerde belirlenmistir. B.
subtilis ve E. faecalis’e kargi ise MBC degeri 64 ug/ml olan bitkisel
ekstreler her iki mikrodilisyon yontemi ile 64 pg/ml’de antibakteriyel
aktivite belirlenmistir(Tablo 3, Sekil 13-20). E. coli, P. aeruginosa, K.
pneumoniae ve A. baumannii igin mikrodilisyon yénemi ile belirlenen 16-
64 pg/ml'deki MiK degerlerinin =16/64 pg/ml'deki MBS oranlari ile paralel
oldugu, kolorimetrik mikrodiliisyon yénteminde ise MIK; 32-64 pg/ml’de,
MBC konsantrasyonlari (32-64 ug/ml) ile paralel sonuglar verdigi
goruimustlr (Tablo-4, Sekil: 21-28 ).

Yapiimig arastirmalarda; antimikrobiyal duyarlihgin
belirlenmesi igin, standart antimikrobiyaller denenerek disk difuzyon ve
mikrodiliisyon yéntemlerine odaklanarak calisiimistir. Bunlardan kontrol

ajanlar ile ¢alisilanlar iyi korelasyon verirken, bitkisel ekstrelerle ¢alisilan
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arastirmalarda ¢ozunurlik ve dolayisiyla agarda difuzyon yetenegine bagli
farkh sonuglar alindigi rapor edilmigtir. Mota ve ark.’lar1 sivi Mikrodilisyon
ve agar dilusyon yontemiyle vyaptiklari arastirmada agar dilisyon
yonteminde daha diisiik aktivite belirlemislerdir’. Liu ve ark.lari dzellikle
bitkisel ekstrelerin antifungal aktivitelerinin belirlenmesinde birgok guglikle
karsilagildigini  belirtmigler ve kolorimetrik mikrodilisyon yonteminin
Candida’larda net tanimlanabilen MIK degerlerini verdigini ve ayni
zamanda ICsp degerinin saptanmasinda uygun bir yéntem oldugunu

belirtmislerdir ™74,
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6. SONUC

Antidermatofit testinde; T. rubrum, E. floccosum, M,
gypseum’a karsl Hypericum perforatum’a ait kalan su (H.O) fazi, etil
asetat fraksiyonu (EtOAc), butanol fraksiyonu (ButOH), kloroform
fraksiyonu (CHCIs), hekzan fraksiyonu (Hx) ve etanol ekstresi (EtOH),
Cistus laurifolius‘a ait kalan su (H20), etil asetat fraksiyonu (EtOAc), n-
butanol fraksiyonu (n-ButOH), kloroform fraksiyonu (CHCI3), hekzan
fraksiyonu (Hx) ve etanol (EtOH) ekstrelerinde sivi mikrodillisyon testinde,
kolorimetrik mikrodilisyon yéntemine gére MIK; 32-128 upg/ml' de,
MFS/MFC degerleri; 32-128 pg/ml’ de, 1Cso degerleri 13-19 pg/ml’ de

belirlenmistir.

Candidalarda (C.albicans, C. parapsilosis, C. krusei)
Hypericum perforatum’a ait kalan su (H,O) fazi, etil asetat fraksiyonu
(EtOAc), butanol fraksiyonu (ButOH), kloroform fraksiyonu (CHCIs),
hekzan fraksiyonu (Hx) ve etanol ekstresi (EtOH), Cistus laurifolius‘a ait
kalan su (H;0), etil asetat fraksiyonu (EtOAc), n-butanol fraksiyonu (n-
ButOH), kloroform fraksiyonu (CHCI3), hekzan fraksiyonu (Hx) ve etanol
ekstrelerinde sivi mikrodilisyon testinde, kolorimetrik mikrodilisyon
yontemine gére MiK; 16-64 ug/ml’ de, MFS/MFC degerleri; 16-64 ug/ml’
de, ICsodegerleri 16-21 pg/ml’ de belirlenmigtir.

Gram pozitif bakterilerde Hypericum perforatum’a ait kalan
su (H20) fazi, etil asetat fraksiyonu (EtOAc), butanol fraksiyonu (ButOH),
kloroform fraksiyonu (CHCI3), hekzan fraksiyonu (Hx) ve etanol ekstresi
(EtOH), Cistus laurifolius‘a ait kalan su (H20), etil asetat fraksiyonu
(EtOACc), n-butanol fraksiyonu (n-ButOH), kloroform fraksiyonu (CHCIs),
hekzan fraksiyonu (Hx) ve etanol ekstrelerinde sivi mikrodillisyon testinde,

kolorimetrik mikrodilisyon yéntemine gére MIK; 64-128 upg/ml' de,
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MBS/MBC degerleri; 64-128 ug/ml’ de, 1Cso degerleri 33-41 ug/ml’ de

belirlenmistir.

Gram negatif bakterilerde Hypericum perforatum’a ait kalan
su (H20) fazi, etil asetat fraksiyonu (EtOAc), butanol fraksiyonu (ButOH),
kloroform fraksiyonu (CHCIs), Hekzan fraksiyonu (Hx) ve etanol ekstresi
(EtOH), Cistus laurifolius‘a ait kalan su (H20), etil asetat fraksiyonu
(EtOACc), n-butanol fraksiyonu (n-ButOH), kloroform fraksiyonu (CHCIs),
hekzan fraksiyonu (Hx) ve etanol ekstrelerinde sivi mikrodilisyon testinde,
kolorimetrik mikrodiliisyon ydéntemine gére MIK; 16-64 ug/ml' de,
MBS/MBC degerleri; 16-64 pg/ml’ de, [Cso degerleri 9-20 ug/ml’ de

belirlenmistir.
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7. OZET

Arastirmada mikrodilisyon, kolorimetrik mikrodilisyon ve
kantitatif spektrofotometrik 6lcim olmak Uzere Ug¢ farkli antimikrobiyal test
yontemi kiyaslanarak; farkli bitkilerden (Hypericum perforatum, Cistus
laurifolius) elde edilen ekstre ve alt fraksiyonlarina ait antidematofitik

aktivite sonugclari karsilastirmali degerlendirilmigtir.

Mikrodilisyon teknigiyle alinan sonuglarda dermatofitler
(T.rubrum, E. floccosum, M. gypseum) igin inkUbasyon suresi 7 gun iken,
kolorimetrk mikrodulusyon yonteminde 72 saat gibi kisa surede sonug¢
alinmistir. Spektrofotometrik olgcim ile elde edilen ICsy degerleri ise
kantitaif sonu¢ vermistir. Bu U¢ ydntem karsilastirildiginda kolorimetrik
mikrodilisyon yonteminin en kisa surede sonu¢ vermesi nedeniyle
avantajli oldugunu gostermektedir. Spektrofotometrik yontem ise ayni
sekilde kisa surede sonug¢ vermekle birlikte, tim mikrooorganizma, madde
ve konsantrasyonlari igin Olcim yapilan absorbansta verilerin detayli

hesaplanmasi gerekliligi zaman alici olarak belirlenmistir.

Mikrodulisyon ile kolorimetrik mikrodilisyon yontemi
kiyaslandiginda genel olarak metabolik aktivasyonun antimikrobiyal
tarafindan engellenmis oldugu konsantrasyonlarda renk degisimine bagli

olarak kisa surede alinan sonuglar daha avantajhdir.

Anahtar Kelimeler: Mikrodilisyon, Kolorimetrik Mikrodilisyon, Dermatofit,

Resazurin
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8. SUMMARY

In this research; with comparising three different
antimicrobial test methods (microdilution, colormetric microdilution and
quantitive spectrofotometric), antidemofitic activity results of extract and
subfractions gathered by different plants (H. perforatum, C. laurifoluis) are

evaulated comparitevly.

In the microduliton method the incubation time for
dermatophyts (7. rubrum, E. floccosum, M. gypseum) is 7 days otherhand
in the colormetric microdilution method it is a short time period like 72
hours. ICsy values gathered by the spectrofotometric method gave
quantitive results. When these three methods are compared, the
colometric microdilution shows an advantage as giving results in a short
time. The spectrofotometric method is same as giving quick results but
also in need of a detailed evaulation of data absorbance of all
microorganisms, samples and concentrates is determined as time

consuming.

When the microdilution and colormetric microdilution is
compared, the methabolic activation generally that is blocked by the
consantration of antimicrobial gives an more advantage of short time

results due to colour change.

Key Words: Microdilution, Colorimetric Microdilution, Dermatophytes,

Resazurin
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