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OZET

CAMPYLIADELPHUS CHRYSOPHYLLUS (BRiD.) KANDA ve
CTENIDIUM MOLLUSCUM (HEDW.) MITT. KARAYOSUNLARININ
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERI UZERINE ARASTIRMALAR

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Basaran DULGER
07/02/2012, 47

Bu c¢alismada Zonguldak, Kozlu, Degirmenagzi Mevkiinden toplanan
Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda ve Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt.
karayosunlarinin Soxhlet cihazinda metanol, kloroform, etil asetat, etanol ile ayr1 ayri
ekstraksiyonlar1 yapildi. Bu ¢ozeltilerden 50 pL alinarak disk difiizyon yontemi ile Proteus
vulgaris ATCC 6337, Proteus vulgaris ATCC 8427, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC
6538-P, Staphylococcus epidermidis NRRL B — 4877, Candida albicans ATCC 10239,
Rhodotorula rubra DSM 70403, Debaryomyces hansenii DSM 70238,
Klebsiella pneumoniae UC57, Bacillus cereus ATCC 7064, Citrobacter freundii, Serratia
marcescens, Listeria innocua, metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
metisiline duyarli S. aureus (MSSA), Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae,
Proteus mirabilis ve Cryptococcus neoformans mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal

aktiviteleri arastirildi.

Bulgulara gore Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda karayosununun
Enterococcus faecalis bakterisine, Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. karayosununun
ekstreleri ise Enterobacter cloacae bakterisi iizerine antimikrobiyal aktivite gostermedigi
goriilmiistiir. Karayosunu tiirlerinin diger tiim mikroorganizmalara kars1 farkli seviyelerde

antimikrobiyal aktivite gosterdikleri saptanmaigtir.

Anahtar sozciikler: Antimikrobiyal aktivite, disk difiizyon, karayosunu ekstraktlari.

Vi



ABSTRACT

INVESTIGATIONS ON ANTIiMIiKROBIAL ACTIVITY OF THE MOSSES OF

CAMPYLIADELPHUS CHRYSOPHYLLUS (BRIiD.) KANDA ve CTENIDIUM
MOLLUSCUM (HEDW.) MITT.

Giilsah KAHYA
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Basaran DULGER
07/02/2012, 47

In this study, the extractions of the mosses of Campyliadelphus chrysophyllus
(Brid.) Kanda and Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. which have been collected in
Degirmenagzi in Kozlu in Zonguldak, were separately done in the Soxhlet appratus with
methanol, chloroform, ethyl acetate and ethanol. The antimicrobial activities were
investigated against the test microorganisms such as Proteus vulgaris ATCC 6337,
Proteus vulgaris ATCC 8427, Micrococcus luteus ATCC 9341, Enterobacter aerogenes
ATCC 13048, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538-P, Staphylococcus
epidermidis NRRL B — 4877, Candida albicans ATCC 10239, Rhodotorula rubra DSM
70403, Debaryomyces hansenii DSM 70238, Klebsiella pneumoniae UC57, Bacillus
cereus ATCC 7064, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Listeria innocua,
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), methicillin-sensitive Staphylococcus
aureus (MSSA), Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis and
Cryptococcus neoformans with the disc diffusion method by taking 50 pL from these

solutions.

According to findings Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda has not
shown antimicrobial effect on Enterococcus faecalis. Also, Ctenidium molluscum (Hedw.)
Mitt has not showed antimicrobial effect on Enterobacter cloacae. The mosses used in this
study have antimicrobial effects against the other microorganisms in different levels.

Key words: Antimicrobial activity, disc diffusion, extracts of mosses.
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BOLUM 1
GIRIS

Tarih boyunca insanlar ile enfeksiyon veya hastalia sebep olan cok sayida
mikroorganizma arasinda surekli bir savas olmustur. Veba, tiiberkiiloz, malarya ve son
zamanlarda HIV/AIDS pandemisi insan topluluklarinda 6nemli sayida kisiyi etkileyerek
anlaml 6l¢iide morbidite ve mortaliteye sebep olmustur. 20. yy ortalarinda antibakteriyel
ilaclarla 1ilgili gelismeler ve enfeksiyon kontroliinde yardimci olan diger araclarin katkisi
ile bu savas insanlarin lehine donmiistiir. Bakteriyel enfeksiyonlar agisindan 1940’larin
baslarinda penisilinin bulunmasi durumu dramatik olarak diizeltmistir. Ancak bu iyi durum
kisa siireli olmustur. Antibakteriyel ajanlarin yaygin kullanilmaya baslanmasindan hemen
sonra bakteri cesitli diren¢ formlar: ile karsilik vermistir. Antimikrobiyallerin kullanimi
arttik¢a bakteriyel patojenler tarafindan ortaya konan direng mekanizmalar1 daha da artmis
ve karmasik bir hal almistir (Kuyucu, 2007).

Antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi ile kemoterapotikler ve antimikrobiyal ajanlara
kars1 patojen organizmalarin direng kazanmasi nedeniyle antibiyotiklerin aktivitelerinin bu
mikroorganizmalara karsi arastirilmasi ile yeni, etkili antimikrobiyal maddelerin elde
edilmesi zorunlu hale gelmistir (Balkar ve ark, 2010).

Ozellikle 1988’ lerden bu yana vankomisin direngli Enterokoklarin (VRE) ortaya
¢ikisi, buna ek olarak bagisiklik sisteminin ¢okmesine neden olan virus (HIV) gibi yeni
patojenlerin ortaya ¢ikmasi dogal iirlinlerin 6nemini tiim diinyada artirmaktadir. Bu
nedenle yeni biyoaktif dogal {riinlerin arastirilmasi kimyacilar, mikrobiyologlar ve
farmakologlarin ilgilendigi temel konularin baginda gelmektedir (Balkar ve ark., 2010).

Genel tip giderek bitkilerden elde edilen antimikrobiyallar ve onlarin tiirevlerini
kabul etmektedir (Cowan, 1999). 20 yy. ikinci yarisindan itibaren sentetik ilaglarin,
zamanla hastaliklarin yeni irklarina kargi etkisiz kaldigi, bircok yan ve toksik etkilerinin
oldugu anlasilmis ve yeniden bitkisel kokenli ilaglara olan ilgi artmaya baslamistir
(Baydar, 2005).

Bitkisel ilaca ilginin yeniden canlanmasinin baslica nedenleri, modern ilaglarin her
hastaligi tedavi etme yetenegine Sahip olmamalari, ¢ok pahali oluslar1 ve bir¢ok yan
etkilerinin bulunusudur. Oyle ki baz1 sentetik ilaglarin yan etkilerini &nleyebilmek igin
diger bazi ilaglarla birlikte kullanilma ihtiyaci gostermektedirler. Bunlarin yani sira bitkisel
droglardan elde edilen bazi ila¢ etken maddelerinin sentetik olanlardan daha ucuza ve

kolaylikla elde edilebilir olmasi, bitkisel droglarin birkac¢ etkiye birden sahip olmalari
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sayilabilir (Celen, 2006).

Karayosunlar1 egreltilerle birlikte en yash karasal bitkileri olusturur (Aysel ve
Senkardesler, 2002).

Karayosunlarmin morluklarin tedavisinde, Cin’de goz hastaliklarinda, Kuzey
Cheyenne yerlileri tarafindan yaniklar, kesikler, isiriklar ve egzama igin kullanildiklar
bilinmektedir (Diilger ve ark., 2005). Karayosunlarinin Gr (+) ve Gr (-) bakterilere, insan
ve bitki patojeni funguslara karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu c¢esitli
calismalarla rapor edilmistir (Beike ve ark., 2010).

Arkeolojik kayitlara gore Hyolocomium brevirostre tiirii sargi olarak, Homalthecium
sericeum tiirti keresteler arasinda tampon olarak ve Hypnum tiirleri kesici aletlerin
paketlenmesinde  kullanilmistir. Bunun yaninda karayosunlart toprak Kkalitesini
artirmalarindan  otiirii  seracilik ve saksi cicekgiliginde de kullanilmaktadir. Bazi
karayosunu tiirlerinden T1p ve Eczacilik alaninda faydalanilmaktadir. Ornegin Polytrichum
commune antiseptik madde olarak kullanilmaktadir. Ayrica Karayosunlari sanayinin yogun
oldugu bolgelerde likenler ile birlikte kirlilik i¢in indikator gorevi yapmaktadirlar (Ezer,
2001).

Cesitli kullanim alanlart olan ve tibbi kullanimlar1 bilinen karayosunlarinin
tilkemizde antimikrobiyal aktiviteleri lizerine yapilan calismalar olduk¢a kisithidir. Bu
yiizden iilkemizde dogal olarak yetisen Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda ve
Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. karayosunlarimin antimikrobiyal etki spektrumlari
cesitli fungal ve bakteriyal kiiltiirlere karsi saptanmaya cahisilmistir. Ulkemizde ve
Diinyada giderek artan kemoterapétik ilaglarin, yan etkilerinin arttigr diisiiniiliirse bu tip
canlilardan elde edilen antimikrobiyal bilesiklerin 6nemi giderek artacaktir. Bu ¢alisma bu
tip yeni ilaglarin bulunmasi ve bu organizmalarin degerinin bilinmesi agisindan bir 6n

arastirma niteligindedir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Briyofit tiirlerinin genis menzilli antibiyotikler firettikleri bilinmektedir. Cerrahi
pansumanlarda, pedlerde ve diger tibbi uygulamalarda kullanimlar1 bilinmektedir (Glime,
2006).

Antibiyotikler, baz1 bakteri ve mantarlarca tiretilen ve diger bakterilerin ¢ogalmasini
engelleyen (bakteriyostatik) veya onlar1 o6ldiiren (bakterisidal) dogal maddelerdir.
Penisilin, sefalosporinler ve makrolidler antibiyotiklere ornektir. Antibiyotiklerle ayni
etkiyi gosteren, ancak sentetik olarak sentezlenen kimyasal bilesikler ise kemoterapotik
ajanlar olarak adlandirilir. Siilfonamidler, kinolonlar, imidazoller bunlara 6rnektir. Baz1
antibiyotikler veya tiirevleri kimyasal maniiplasyonlarla sentezlenebilir (semi-sentetik
antibiyotikler). Bu nedenle, bu terimler arasindaki sinir her zaman net olarak
cizilemeyebilir. Antimikrobiyal terimi ise antibiyotik ve kemoterapotik terimlerinin ikisini
de kapsar (Saran ve Karahan, 2010)

Antimikrobiyalleri diger ilaglardan ayiran Onemli Ozelliklerden biri, etkilerinin
verildikleri konaga degil, patojen mikroorganizmalara yonelik olmasidir (Koksal, 2010).
Konagi harabetmeden mikroorganizmalarin {iremelerinin inhibe edilmesi olarak
tanimlanan secici toksisite, mikroorganizma ile insan hiicreleri arasinda yap1 ve
metabolizma farkliliklarinin ortaya cikarilmasi ile elde edilir. Ornegin penisilinler ve
sefalosporinler, peptidoglikan sentezini 6nlemeleri nedeniyle bakteri tiremesini inhibe edip
insan hiicrelerinin tiremesini etkilemediklerinden etkin antibakteriyel ajanlardir (Levinson,
2008).

2.1. Antimikrobiyal Maddelerin Etki Mekanizmalari

Antimikrobiyaller, etki mekanizmalarina gore bes smifta toplanirlar (Saran ve
Karahan, 2010);

a. Hiicre duvari sentez inhibitorleri

1. Beta laktamlar (penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler, beta-
laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlari);

2. Glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin);

3. Digerleri (fosfomisin, sikloserin, basitrasin, ristosetin, ramoplanin, mersasidin,
moenomisin)

b. Protein sentez inhibitorleri
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1. 50S alt tiniteye baglanarak etkili olanlar (makrolidlerketolidler, linkozamidler,
streptograminler, kloramfenikol, oksazolidinonlar);

2. 30S alt initeye baglanarak etkili olanlar (aminoglikozidler, tetrasiklinler,
glisilsiklinler);

3. Digerleri (mupirosin, nitrofurantoin)

c. Niikleik asit sentez inhibitorleri (kinolonlar, rifamisinler, metronidazol)

d.Antimetabolitler (trimetoprim-siilfametoksazol, paraamino salisilik asit)

e. Membran biittinliigiinii bozanlar

1. Peptid antibiyotikler (polipeptit antibiyotikler [basitrasin, gramisidin S,
polimiksinler], lineer katyonik peptitler [defensinler, maganinler], ribozomal peptitler
[antibiyotikler], digerleri [pirokorisin, drododoin, apiadesin]);

2. Siklik lipopeptitler (daptomisin).

Genis spektrumlu antibiyotikler bir¢ok mikroorganizma tipine etkin olup drnegin
tetrasiklinler bir ¢ok gram-negatif c¢omaklara, klamidyalara, mikoplazmalara ve
riketsiyalara karsi etkinlik gosterir. Dar spektrumlu antibiyotikler ise sadece bir veya
birkag tipe karsi etkin olup 6rnegin vankomisin esas olarak bazi gram pozitif koklara, cins
olarak stafilokoklara ve enterokoklara karsi kullanilir (Levinson, 2008).

2.2. Antimikrobiyal Tlaclar ve Diren¢

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiiriicii veya tiremeyi durdurucu
etkisine karsi koyabilme yetenegidir. Direng gelisimi ve yayilimi genellikle gereksiz ve
uygunsuz antibiyotik kullanimina baglanmakla birlikte 1940’1 yillarda antibiyotiklerin
kullanilmadiklar1 bazi adalarda toprak ve diski 6rneklerinde tetrasiklin ve streptomisine
direncli bakteriler bulundugu belirtilmektedir; antibiyotik direncinin yalnizca yaygin
antibiyotik kullanimi sonucu degil, bakterilerin olumsuz c¢evre kosullarinda yasamini
stirdiirmek i¢in kullandig1 savunma stirecinin bir par¢asi oldugu da belirtilmektedir (Yice,
2001).

llaglara gosterilen bakteriyel dirence aracilik eden 4 ana mekanizma vardir
(Levinson, 2008):

e Bakteriler ilaci etkisizlestiren enzimler iiretirler; 6rnegin - laktamazlar ilacin
B- laktam halkasini yararak penisilin ve sefalosporinleri etkisizlestirebilirler.

e Bakteriler ilacin etkili olmadigi degisime ugramis hedef sentezler; 6rnegin 30
S ribozom altbiriminde mutant bir protein streptomisine, metilenmis bir 23S

rRNA eritromisine direngle sonlanabilir.
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e Bakteriler gecirgenliklerini azaltir ve boylece etkin hiicre i¢i derisimi elde
edilmez; 6rnegin porinlerdeki degisiklik bakteriye giren penisilin miktarini
azaltabilir.

e Bakteriler ‘bir ¢ogul ilaca diren¢ pompasi’ (MDR) kullanarak ilaglar etkin
sekilde disar1 atar. MDR pompasi protonlar1 igeri alir ve aligveris tipi bir
tepkimede, kinonlar gibi bazi antibiyotikler dahil ¢esitli yabanci molekiilleri
disar atar.

Antimikrobiyal ilaglara diren¢ mekanizmalar1 ile ilgili 6nemli 6rnekler ve ilaglar
Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Ilaca direncinin biiyiik kism1 organizmada ya bir kromozomal mutasyon veya bir
plazmid veya bir transpozon ile kazanilan kalitsal bir degisiklige baglidir (Levinson, 2008).

Bakteriler ilaca dogal olarak direngli olabilir. Bu tiir direng bakterinin temel
ozelligidir ve ila¢ kullanimu ile iliskisi yoktur. Dogal direng, bu mikroorganizmalarin tiir
Ozelligi olarak ilacin hedefi olan bir yapiyr tasimamalarmin veya ilacin yapisal bir
ozellikten otiirii hedefine ulasamamasimin bir sonucudur. Ornegin ilacin dis membrandan
dolay1 Gram negatif bakteriler vankomisine dogal direncglidir. Ayni sekilde metabolik
olarak inaktif olan bakteri sporlar1 dogal direnglidir (Yiice, 2001).

Belli bir ilaca karst direngli olan bazi mikroorganizmalarin, ayn1 veya benzer
mekanizma ile etki eden diger ilaglara karsida direngli olmasi hali ¢apraz direng olarak
tanimlanir. Genellikle neomisin - kanamisin gibi yapilar1 benzer ilaglarda gézlemlenen bu
durum, eritromisin linkomisin gibi ilgisiz ilaglarda da goriiliir. Kromozomal ya da
ekstrakromozal kaynakli olabilir (Yiice, 2001).
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Cizelge 2.1. Antimikrobiyal ilaglara direng mekanizmalar1 (Levinson, 2008)

Mekanizma Onemli Ornekler En Sik Etkilenen flag

. Penisilinler,

Ilacin ) o
o o _ PB- laktamazla yarilma Sefalosporinler gibi

etkisizlestirilemesi

B- laktam ilaglar

Bakteride ilacin

Penisilin baglayan

hedefinin ) Penisilinler
o ' proteinlerde mutasyon
degistirilmesi
30S ribozomal altbirimde Streptomisin
proteinde mutasyon gibi aminoglikozitler
Peptidoglikanda alanin .
. . Vankomisin
yerine laktat gecmesi
DNA girazda mutasyon Kinolonlar
RNA polimerazda mutasyon Rifampin
Katalaz-peroksidazda .
Izoniazid
mutasyon
Ilacin _ - Penisilinler,
' L Porin proteinlerinde o
gecirgenliginin aminoglikozitler
. . mutasyon ' '
degismesi ve digerleri

Tlacin bakteriden

disar1 atilmasi

Coklu ilag direnci pompasi

Tetrasiklinler,

sulfonamidler
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2.3. Antimikrobiyal Duyarhhgin Belirlenmesi

In vitro antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesinde; disk difiizyon, E-testi, agar
dilusyon, broth mikrodilusyon ve broth makrodilusyon gibi metotlar kullanilmaktadir.
Hangi metod kullanilirsa kullanilsin, kullanilan testin Clinical and Laboratory Standarts
Institude CLSI 2008a ve 2008b, British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC),
the Deutsches Institut fur Normung ¢.V., DIN ve Comite de 1I’Antibiogramme de la Societe
Francaise de Microbiologie CA-SFM’da belirtilen gibi uluslar aras1 kabul gOrmus bir
prosediire gore yapilmis olmasi gerekir (Yildirim, 2010).

Antmikrobiyal duyarliligin belirlenmesinde kullanilan yontemleri temel olarak iki
grupta toplayabiliriz; sulandirim (diliisyon) yontemleri ve yayilim (difiizyon) yontemleri.

Sulandirim (Diliisyon) Yontemlerinde kural sivi ya da kati besiyerleri iginde
antimikrobiklerin belirli sulandirimlarinin yapilarak mikroorganizmalarla
karsilagtirilmasidir. Sonunda antimikrobigin hangi sulandirima kadar mikroorganizma
lizerinde etkili oldugu ve buradan gidilerek kemoterapétigin MIC (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu/Baskilayict en az yogunlugu) ile MCC (Minimum Sidal Konsantrasyonu
/Oldiiriicii en az yogunlugu) ya da MBC (Minimum Bakterisidal Yogunlugu) saptanir
(Bilgehan, 2004).

Yayilim (Difiizyon) Yontemleri kati besiyerine uygulanirlar. Temel ilke plak
besiyerine ekilen mikroorganizmalarin, besiyerine yerlestirilmis olan disklerdeki, cam ya
da porselen silindirlerdeki ya da besiyerlerine agilmis gukurlardaki, etraflarina yayilmakta
olan antimikrobiyal maddelerle birlikte iremeleri seklinde Ozetlenebilir. Antimikroyal
maddenin mikroorganizmaya olan etkisinin derecesi olusan lireme Onlenim zonlarinin
Olgtilmesi ile anlasilir (Bilgehan, 2004).

2.3.1. Disk Difiizyon Testi

Kirby-Bauer tarafindan gelistirildigi icin Kirby-Bauer testi olarak da anilan bu test
kalitatif bir testtir. Bu test ile MIC (Minimum Inhibitory Concentration) belirlenemez
(Koksal ve ark., 2006). Belirli yogunlukta mikroorganizma besiyerine yayilir ve
antibiyotik emdirilmis diskler bunu {izerine yerlestirilir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra
diskin ¢evresindeki inhibisyon zonu 6lgiilerek mikroorganizmanin duyarlilig: dl¢iilir (Giir,
1999). Antibiyotik NCLLS’nin 6nerdigi sinirlara gore duyarli, orta derecede duyarli ve
direngli olarak degerlendirilir (Koksal ve ark., 2006).

Bu yontem ucuz ve ‘esnek’ olmasi nedeniyle tercih sebebidir. Ayrica diger bir

avantaji ise bu yontemin en ¢ok denenmis ve standartize edilmis duyarlilik testi olmasidir
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(Giir, 1999).

2.3.2. Kuyu Difiizyon Teknigi

S1vi mikroorganizma silispansiyonu 100 pL olacak sekilde 45 °C’lik su banyosundaki
tripton Soya Agar ile once karstirlir ve sonra petrilere aktarilarak homojen bir karigim
halinde donmasi saglanir. Besiyeri donduktan sonra belli araliklarla 6—7 mm c¢apinda
acilan kuyucuklara 50 pL ekstrakt direk olarak aktarilir ya da disklere (6 mm ¢apinda)
emdirilmis olarak yerlestirilir. Besiyerleri daha sonra 37 °C 24 saat inkiibe edilir.
Inkbasyon sonras1 gozlenen inhibisyon zonu (kuyucuk veya diskin ¢ap1 dahil), ekstraktin
biyolojik aktivitesinin indikatorii olarak kabul edilmis ve ¢capt mm cinsinden 6lgiiliir.

Kuyu diflizyon teknigi; 67 mm ¢apinda kuyucuklarin agilmasi esasina dayanirken
disk—difiizyon teknigi 6 mm ¢apinda disklerin dogrudan petrilerin iizerine yerlestirilmesi
esasina dayanir (Caki, 2009).

2.3.3. Agar Diliisyon Yontemi

Kantitatif bir yontemdir (Koksal ve ark., 2006). Bu yontemde antibiyotik agar igine
konur. Her plakta antibiyotigin farkli konsantrasyonlar1 bulunur. Bakteri agar ylizeyine
inokiile edilir (Akalin, 1994). Burada iiremenin 6nlendigi en diisiik yogunluk (MIC)
belirlenir (Koksal ve ark., 2006).

2.3.4. Broth Diliisyon Yontemi

Kantitatif bir yontemdir (Koksal ve ark., 2006). Broth diliisyon testleri,
makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemleri veya mikrodiliisyon (U ya da V bigimli
microplak) yontemleri ile uygulanabilir. Antibiyotigin seri sulandirimlari yapilir. Tiiplerde
ya da microplaklarda tireme goriillmeyen antibiyotik konsantrasyonu MIC degerini verir
(Akalin, 1994).

2.3.5. E Testi

E testi agar diflizyon yontemi ile mikroorganizmalarin antimikrobiyal maddelere
karsi olan duyarliliklarini kantitatif olarak olgen ve MIC degerlerini belirleyen bir
yontemdir. Temeli agarli besiyeri lizerine yilizeysel ekimi yapilmis mikroorganizma
ekiminin tizerine 6zel hazirlanmis, belirli bir ucundan diger ucuna dogru giderek azalan
yogunlukta antimikrobiyal madde iceren 5x50 mm boyutlarinda ve tlizeri MIC degerleri
isaretlenerek olusturulan boliintiiler bulunan inert plastik seritler konularak uygulanmasi,
sonuclarin elips seklinde olusan inhibisyon zonlarmin bu boliintiilerle kesistikleri

noktadaki sayilara gore okunmasi temeline dayanir (Bilgehan, 2004).
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2.3.6. Alamar Testi

Bakterilerin belirli antimikrobiyal maddelere karsi MIC degerlerinin 6lgiilmesi igin
gelistirilmesi igin gelistirilmis bir deneydir. Her ¢ukurunda bir 6ncekinden bir kat fazla
antimikrobiyal madde igeren disklerin bulundugu g¢ukurlu tablalara, ayiragli besiyerinde
siispanse edilmis bakteri siispansiyonlarinin ekilmesi ve inkiibasyondan sonra olusan renk
degisikligine gore sonuglarin okunmasi temeline dayanir (Bilgehan, 2004).

2.4. Karayosunlarimin Genel Ozellikleri

Karayosunlar1 (Bryophyta), yaklagik 450 milyon yildir varliklarini stirdiirmektedirler
(Aysel ve Senkardesler, 2002). Morfolojik ve anatomik O6zellikleri bakimindan bitkiler
aleminin Amphibialar1 olarak nitelendirilen karayosunlar1 déllenmelerinde mutlak suya
gereksinim duyan, bunun yani sira karasal yasamada uyum saglamis olan bitkilerdir (Ezer,
2001).

Karayosunlar1  tanimi  gilinlimiizde sadece  yaprakli  karayosunlari  i¢in
kullanilmaktadir. Birbiri ile yakin iligkili diger gruplar (cigerotlar1 ve boynuzlu cigerotlar)
onceleri tek bir sube altinda toplanmis iken molekiiler calismalarla 3 grubun ayr1 birer sube
halinde evrimlestigini gostermistir (http://dogaokulu.net/notlar/karayosunlari.pdf). Yapilan
son molekiiler filogeni c¢aligmalarina kadar, Bryophyta boliimii altinda ¢ sinifta
incelenmekteydi. Giiniimiizde ise bu {i¢ sinifin Bryobiotina alt alemi (subkingdom) altinda
3 bolimde (divisio) ele alinmasinin daha dogru bir yaklasim oldugu genel kabul
gormektedir. Bu bolimler Marchantiophyta (Cigerotlari, yaklasik 5.000 tiir),
Anthocerotophyta (Boynuzsu Cigerotlari, yaklasik 150 tiir) ve Bryophyta (Karayosunlari,
yaklasik 13.000 tiir)’dir (Hazer, 2010).

Iletim demetlerinden yoksun olan ilksel gdvdelerinin gevresinde, yesil, fotosentez
yapan yapabilen ve ‘Phyllid’ olarak adlandirilan yapraksi yapilar yer almistir. Yaprakli
karayosunlarinda suyun buharlagmasini1 6nleyen bir kutikula tabakasi ile topraktan suyu
alacak bir kok sistemi bulunmaz (Kiigiiker, 2000). Bunun yerine ‘Rizoid’ adi verilen tek
hiicreli ya da ¢ok hiicreli olabilen kok benzeri ipliksi yapilarla topraga, agaca ve kayaya
tutunarak biiyiirler (Kiigliker, 2000; Hazer, 2010). Karayosunlar1 rizoidleriyle sadece
bulunduklar1 ortama tutunduklar i¢in ihtiyaglari olan suyu kendilerini ¢evreleyen sudan
saglarlar. Yani Poiklohydrous bitkilerdir (Hazer, 2010). Su ve minerallerin alinmasi ve
aksine kaybedilmesi tiim bitki yiizeyinin gorevidir (Kiiciiker, 2000).

Karayosunlari, morfolojik olarak ikiye ayrilirlar; akrokarp ve pleurokarp

karayosunlari. Akrokarp karayosunlari substratuma (tutunulan nesne) dik olarak biiyiirler,
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cogunlukla dallanma goriilmez ya da ¢ok az goriiliir. Ayrica sporofitleri gametofitlerinin
terminalindedir (Colak, 2010). Kiime ya da &bek olustururlar (Hazer, 2010). Sporofitleri
gametofitlerine dik olarak ¢ikan pleurokarp karayosunlart ise substratuma (tutunulan
nesne) paralel bir hali 6rtiisii olusturur (Colak, 2010; Hazer, 2010) ve kurutucu etkenlerden
uzak alanlarda yayilirlar (Colak, 2010).

Fototrofiktirler. Karayosunularinin iireme sistemi ya monoik ya da morfolojik
dioyiktir; yani erkek ve disi gametangiyumlar ya ayni ya da farkli bitkiler iizerinde
olusabilir (Aysel ve Senkardesler, 2002).

Ciger otlar1 ve boynuzsu cigerotlar1 gibi karayosunlari gametofit egemen bir yasam
dongiisiine sahiptirler; 6rnegin yasam dongiilerinin fotosentetik fazi haploid, gametofit
nesildir. Sporofit dallanmamistir, besin igin en azindan kismen disi gametofite baglhidir.
Karayosunlarinin gametofitleri kiiciliktiir, genellikle uzun Omiirlii bitkilerdir, sipiral
diizenlenmis yapraklar tasiyan, dallanmis ya da dallanmamis siirgiinlerden olusurlar.
Dogada tek, izole bireyler olarak bulunmalart olduk¢a nadirdir. Bunun yerine popiilasyon
ya da kolonilerde, hali, ¢im gibi biiylime formlarindan olusurlar. Karayosunlar1 gametofit
ve sporofit organizasyonunda genis morfolojik ve anatomik ¢esitlilik gosterir
(http://flora.huh.harvard.edu/FloraData/001/WebFiles/fna27/FNA27-Chapterl.pdf).

Yaprakli karayosunlarinda eseyli iireme ovogami iledir. Toprak lizerinde dagilan
sporlardan 6nce ‘protonema’ (Yun. Protos=ilk + nema=iplik) denilen kiigiik, ipliksi bir
tallus olusturulur. Protonema geliserek gametofiti yani yaprakli karayosunu bitkisini verir.
Gametofit iizerinde sise benzeri arkegondan disi gamet, topuz veya kiire seklindeki
anteridden erkek gamet meydana gelir. Spermatozoid (erkek gamet) suyun ve arkegondan
salman yon gosterici-gekimleyici nitelikte bir kimyasal maddenin yardimi ile yumurta
hiicresine ulasir ve dollenme gergeklesir. Diploid bir embryonun gelismesine ardisik, uzun
veya kisa sapli, yuvarlak bir kapsiilii tagiyan karayosununa ait sporofit meydana gelir. Spor
kapsiilinde mayoz boliinme ile haploid sporlar olusur, belli bir siire sonra spor kapsiiliiniin
kapak kismi dislerle agilarak sporlar digariya atilir (Kiigiiker, 2000).

Karayosunlarin ¢ogu son derece soguk ve sicaga da dayamiklidirlar. Bazi yaprakli
karayosunlari, kuru hava sartlarinda 6nemli miktarda su kaybeder ve su buldugu zaman
tekrar canlanir. Bazilar1 da, alpin ve arktik bolgelerde toprak ve kayalar {izerinde gelisir.
Orman yangilarindan sonra serinleyen kayalar ve toprak {izerinde ayrica yanardaglardan
sonra sogumus lav yataklarinda likenlerden sonra erken isgalciler olup, ortamda koloniler

olusturarak topragmn kalitesini ve nemini yiikselterek, diger tohumlarin ortamda
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¢imlenmesi i¢in uygun zeminin olusmasini saglarlar (Hazer, 2010).

Karayosunlariin en 6nemli 6zellikleri ¢ok fazla miktarda su depo etmeleri ve bu
sekilde biyotoplarinda su ekonomilerini ayarlamalaridir. Bunun yaninda, evrimleri
stiresince golge toleransi (normal giin 1518 % 0,2 ‘i), sicaklik tolerans1 (Antarktikler,
daglarin zirveleri), giines alan bolgelerin istilasi (toprak sicakligi 70 °C), asit toleranst (tiire
gore pH 3-8) ve epifit yasam gibi 6zellikler kazanmislardir. Bunun sonucunda farkli ¢evre
kosullarina uyum saglamislardir. Bazi karayosunu tiirleri sahip olduklar1 6zellesmis
fizyolojik yeteneklerinden dolay1 zaman zaman asir1 kurak olan bolgelerde yasayabilirler.
Vakuol icermeyen hiicreler biiziistiikleri halde, protoplazmalarindaki organeller zarar
gormeden canliligini siirdiiriir. Su kaybiyla azalan metabolik aktiviteleri, nemli ortamda
tekrar en st diizeye ¢ikar. Bu fizyolojik yeteneklerinin yani sira, kurumayi geciktiren
morfolojik ozellikleri de vardir. Bunlara 15181 yansitan tiyler (6rnegin Tortula sp.,
Grimmia sp.), su depo eden 6lii hiicreler (6rnegin Leucobryum sp.) , kivrilan filloyidler
(6rnegin Polytrichum sp.) ve sik dizile kauloyidlerin olusturdugu yastik¢iklardir (Aysel ve
Senkardesler, 2002).

Bryophytalar yasamin ¢esitli alanlarinda insanlar ve diger canlilar ve birtakim dogal
olaylar (erezyon v.s.) agisindan 6nemli olup, birgok Kullanim alanina sahiptir. Morfolojik
ve anatomik Ozellikleri nedeni ile Bryophyta’lar ekosistemin ayrilmaz bir parcasidirlar.
Erozyon oOnleyici ve azaltict olmalari, yiiksek su tutma kapasitesine sahip olmalart (kendi
kuru agirliklariin 12 kati kadar), tizerlerine diisen tohumunlarin ¢imlenmesinde uygun
ortam olusturmalari, siiksesyonda toprak olusumuna katkida bulunmalari, yumusak ve
elastiki yapilarindan &tiirii toprak kalitesini artirmalar1 ve orman tabaninda ortam neminin
stabilizesini saglamalari, bu bitkilerin ekosistem agisindan 6nemli oldugunu
gostermektedir (Ezer, 2001). Ayrica mineral depo etmeleri, hayvanlar igin besin kaynagi
olmalari, bir¢cok bdcek tiirii icin barmak ve yumurtlama ortami olusturmalari agisindan da
onemlidirler (Hazer, 2010).

2.5. Karayosunlarinda Sekonder Metabolitler

Bitkilerin ¢ogu fenol ya da onlarin oksijen yerine tlirevlenen aromatik bilesikleri
sentezleme yetenegine sahiptirler. Bunlarin ¢ogunlugu sekonder metabolitlerdir. En az
12.000’1 izole edilmistir ve bu say1 tahminen totalin ancak % 10’undan daha azdir (Cowan,
1999).

Briyofitler genis ¢apta sekonder metabolitlere sahiptir ve bu nedenle biyoteknolojik

ve biyofarmasotik uygulamalar igin Onemli bir potansiyele sahiptir. Son on yilda
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briyofitlerden 400’den fazla kimyasal izole edilmis ve kimyasal yapilar1 aydmlatilmistir
(Beike ve ark., 2010) .

Briyofitlerde bulunan sekonder metabolitlerin birgogunun biyolojik olarak aktif
maddeler oldugu bilinmektedir. Ekolojik ve evrimsel acidan bakildiginda biyolojik olarak
aktif bu bilesikler biiyiik olasilikla bir patojen defans mekanizmasi ve mikroorganizmalara
kars1 bir korumadir. Trakeofitlerle karsilastirildiginda kabuk ya da kutikiila gibi mekanik
bir korumaya sahip degillerdir. Ayrica briyofitler, orman zemininde ¢esitli biyolojik yok
olma tehlikeleri ile kars1 karsiyadirlar. Bu nedenle, bu habitatlarda hayatta kalmak igin,
funguslar ya da bakteriler gibi patojenlere karsi bir koruma zorunludur (Beike ve ark.,
2010).

Karayosunlar1 genel olarak mikroorganizmalar, bocekler, salyangozlar ve kiiciik
memelilerden zarar gormezler (Asawaka, 2007). Birgok otor briyofitlerin dogal pestisidler
icerebilecegini one siirmektedir (Saxena ve Harrinder, 2004).

Richardson (1981)‘a gore karayosunlarinin antibiotik {iretmeleri nedeniyle,
c¢lirimelerinde bakterilerin 6nemli bir yere sahip olmadigi bilinmektedir (Elibol, 2010).

Briyofitlerin oligosakkaritler, polisakkaritler, seker alkolleri, aminoasitler, yag
asitleri, alifatik bilesikler, fenilkinonlar, aromatik ve fenolik maddeleri i¢ine alan birgok
yararli bilesik igerdigi bilinmektedir (Glime, 2006).

Bryum spp. flavonoidler, flavanoller, biflavonlar, auronlar, isoflavonlar, 3-
deoxyantocyaninler ve karatenoidler igerdigi bilinmektedir. Bryum argenteum ise
biflavonlari flavon glikozid, flavon diglikozid i¢ermektedir (Sabovljevic ve ark., 2006).

Hypnum cupressiforme karayosunundan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAHS) ,
M. undulatum karayosunundan hypnogenoller, biflavonoidler ve dihidroflavanoller,
Flavonoid, C-glycosides ve diger flavonoidler izole edilmistir (Diilger ve ark. , 2005).

Atrichum, Polytrichum , Mnium ve Sphagnum tiirlerinin antibiyotik olarak aktif
bilesenlerinin polifenolik bilesikler oldugu diisiiniilmektedir (Basile ve ark., 1998).

Ando ve Matsuo (1984)’e gore biyoaktif bilesikler, baz1 durumlarda dermatit ve
alerjik etkilere neden olabilmesine ragmen briyofit ekstraktlariin insan patojenik

funguslarina karsi etki gosterdigi rapor edilmistir (Beike ve ark., 2010).
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2.6 Karayosunlarinin Kullanim Alanlar

2.6.1 Karayosunlarinin Tibbi Kullanimlari

Briyofitler Cin, Hindistan ve Yerli Amerikanlarin bitki tibbinda yer almaktadirlar.
Yerli Amerikalilarin Briyofitleri, ilag, lif ve giysi i¢in kullandiklar1 bilinmektedir. Riccia
spp. Himalayalarda sagkirani tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Cin’de, yerel eczacilarin
raflarinda 30- 40 briyofit tiirii bulunabilmektedir. Bunlarin arasinda yaygin olan
Rhodobryum giganteum ve R. roseum halsizlik ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar: tedavi
etmek i¢in kullanilirlar (Glime, 2006).

Cin Yunnan eyaletinde, Sphagnum tiirleri 6zellikle bir ¢ay gibi demlenerek bir kalp
tonigi olarak kullanilmaktadir. Onceleri kurutularak ve paketlenerek Kanadaya ihrag
edilmekteydi (Glime, 2006).

Cin’de Polytrichum commune iltihap ve ateslerde kullanilmigtir. Ayrica bir
temizleyici diiiretik, laksatif ve hemostatik olarak kullanmiglardir (Glime, 2006). P.
commune karayosununun taze halde toplanmis tallusu ¢ay seklinde diiiretik ve ayrica tonik
ve diyoforetik etkisi oldugu bilinmektedir (Kiigiiker, 2000).

Yine Cin’de Sphagnum hemorajlar1 tedavi etmek igin satilirken, S. teres goz
hastaliklarinda kullanilir. Haplocladium microphyllum sistit, bronsit, tonsilit ve timpanitis
hastaliklarinin tedavisi amaciyla satilmaktadir (Glime, 2006).

Himalaya yerlileri karayosunu kiillerini bal ve yag ile karistirarak kesikleri, yaniklari
ve yaralar iyilestirmek i¢in kullanilir. Hatta iddia edilene gore bu kiiller yaralari ¢ok daha
cabuk iyilestirmektedir. Alaska yerlileri de benzer sekilde Sphagnum karayosununu yag ile
karistirarak bir ¢esit merhem elde etmektedirler (Glime, 2006).

Cin’de ve Bolivya’ da Fissidens bogaz sisliklerinde ve diger bakteriyel enfeksiyon
semptomlarinda bir antibakteriyel ajan olarak kullanilir (Glime, 2006).

Briyofitler yaralar i¢in hem iyilestirme amacli hem de tampon olarak kullanilmigtir.
Utah’ta yerli insanlar Bryum, Mnium ve Philonotis gibi tiirleri kirik kemiklerde, kirik-¢ikik
tahtasi (atel) altina bir dolgu maddesi olarak kullanmaktadirlar (Glime, 2006).

Sphagnum tiirleri kuru agirliklarinin 15-20 kati kadar sivi emebildigi deneylerle
saptanmigtir. Sphagnum tiirleri, eski Avrupa tibbinda, O6zellikle birinci diinya savasi
sirasinda sargt bezi ve tampon yapiminda kullanilmislardir (Kiigiiker, 2000). Sphagnum
0zellikle bandaj olarak kullanimui ile {in kazanmstir. I. Diinya savasindan dnce Rus-Japon
savasinda (1904-1905) yaralari sarmak i¢in kullanilmistir (Glime,2006). Sphagnum, I.

Diinya Savagi esnasinda Almanlar tarafindan yaralar1 pansumanlamak i¢in kullanilmigtir
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(Saxena ve Harrinder, 2004). Tabi bandaj yapimi i¢in kullanilan tek karayosunu Sphagnum
degildir. Vancouver' 1n yerli insanlar1 baldirikara karayosunu olarak bilinen (Fissidens
adianthoides) karayosununu yaralar1 bandajlamak i¢in kullanmaktadirlar (Glime, 2006).

Bazi Sphagnum tiirlerinde ‘Sphagnol’ adli antibakteriyel bir madde elde edilmistir
(Kiigiiker, 2000; Saxena ve Harrinder, 2004). Sphagnol, egzema, hemorait, sivilce, uyuz
icin yararhidir ve bocek 1siriklarini yatistirmak igin yararhdir (Saxena ve Harrinder, 2004).
Yerli Amerikali Nitinahtlar Sphagnum  karayosununu bir dezenfektan olarak
kullanmislardir (Glime, 2006).

Bazi tibbi kullanimi1 olan briyofit tiirleri ve tibbi kullanim amaglar1 Cizelge 2.2.°de

verilmistir.
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Cizelge 2.2. Tibbi briyofitler ve kullanimlar1 (Asawaka, 2007)

Bryum argenteum
Cratoneuron
filicinum

Ditrichum pallidum
Fissidens japonicum

Funaria hygrometrica

Haplocladium
catillatum
Leptodictyum
riparium

Mnium cuspidatum
Oreas martiana

Philonotis fontana
Plagiopus oederi
Polytrichum species

Polytrichum
commune

Rhodobryum
giganteum

Rhodobryum roseum
Taxiphyllum
taxirameum

Weissia viridula

Antidotal, antipiretik
Malum cordis (kalp hastaligi) i¢in

Konviilsiyonlar i¢in, 6zellikle bebeklerde
Ditiretik aktivite, sa¢ uzatmak i¢in, yaniklar ve sarilik

hemostasis,akciger tiiberkiiloz, atlet ayagi dermofitozis
(dermomikozis, dermatomikozis)
hematemez, yara-bere igin.

Antidotal ve antipiretik aktivite farenjit, tiropati, timpanit
erisipel, tirosistit

Antipiretik. Sarilik ve hemostaz

Burun kanamasi ve hemostaz

Agr1 kesici, hemostaz, eksternal yaralar, epilepsi
Menoraji, sinir yorgunlugu

Antipiretik ve antidotal aktivite
Sedatif olarak, epilepsi, apopleksi, and kardiopati
Diuretik aktivite

Antipiretik and antidotal; hemostaz, kesikler ,dis eti kanamasi
Gingivit , hematemez, and akciger tiibekiiloz

Antipiretik , diiiretik ve antihipertensif,
kesikler, kardiopati ve kalp kan damarlarinin genislemesi

Sedatif olarak , nevrasteni ve kardiopati
Hemostaz ve eksternal yaralar

Antipiretik ve antidotal; rinit
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2.6.2. Karayosunlarinin Bioindikator Olarak Kullanimlari

Cigerotlar1 ve karayosunlarinin ¢evre kosullarinin iyi birer indikatorii oldugu
bulunmustur. Aquatik karayosunlarinin varligi sularda besin ve kalsiyumun bir indikator
olarak kullanilabilir. Baz1 briyofitler yalnizca 6zel bir pH araliginda gelisir. Bu nedenle
toprak pH‘nin bir indikatorii olarak kullanilabilir. Bir ¢ok karayosunu, 6zellikle Hypnum
imponens, konifer agac tiirleri i¢in milkemmel bir tohum yatagi saglar. Bu briyofitlerin
nemlendirme saglamada briyofitlerin rolii nedeniyledir. Briyofitler orman Ortiisliniin

korunmasinda ve olusumunda énemli bir rol oynamaktadirlar (Saxena ve Harrinder, 2004).

Karayosunlar1 yagmurdan kolayca K, Mg ve Ca biriktirir. Briyofitler ayrica demir
cevheri depolanmasinda onemli bir rol oynarlar. Bakirca zengin topraklarda yetistikleri
icin Merceya, Mielichhoferia elongata ve M. mielichhoferia karayosunlar1 ‘bakir
karayosunlar1’ olarak bilinirler. Bu tiirler indikator bitkiler olarak kullanilabilirler (Saxena

ve Harrinder, 2004).

Birkag ¢alismada, karayosunlarinin yiiksek konsantrasyonlarda Pb, Zn ve Ni gibi agir
metalleri biriktirdigi belirlenmistir (Saxena ve Harrinder, 2004). Karayosunlar1 ekstrem
cevre kosullarinda g¢ogalabildikleri, yiiksek yiizey: hacim oranlari, basit anatomileri ve
mumsu bir kutikuladan yoksun olma ozelliklerinden dolayr agir metalleri dokularinda
toplayarak biriktirirler. Karayosunlar1 yaklasik 20 yildan fazla siiredir sehirlerdeki agir
metal ve radyoniiklidlerin atmosferik depolanmasini degerlendirmek igin genis Ol¢iide
kullanilmaktadir. Karayosunlar1 bir¢ok calismada, dogal olarak gelistikleri ortamlarda veya

transplantlar halinde biyomonitor organizmalar olarak kullanilmislardir (Yiicel, 2010).

Bryum argenteum Antartikanin iizerinde ozon tabakasinin kalinligin1 gériintiilemek
icin kullanilabilir. Ozon tabakasi inceldiginde, UV-B radyasyonuna maruz kalmanin

artmasi bu tiirlerde flavonoid iiretimini stimiile etmektedir (Glime, 2006).
2.6.3. Karayosunlarinin Yakit Olarak Kullanimi

Cigerotlar1 ve karayosunlart uzun zamandir Finlandiya, Isveg, irlanda, Polanya gibi

tilkelerde yakit olarak kullanilmaktadir (Saxena ve Harrinder, 2004).

Sphagnum tiirleri toprak igerisinde kalinligi 10 metreyi bulan ve turbalik olarak
adlandirilan bazi olusumlarin esas yapisini olustururlar (Kiigiiker, 2000). Sphagnum
turbalar1; stingerimsi, lifli yapili, yliksek gozeniklilik, yiiksek su tutma ve hava kapasitesi,

diisiik kiil muhtevasi, diisiik pH 0Ozelliklerine haiz olmasina karsin, kamis ve odunsu
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bitkilerden = olusan  turbalar bu  Ozellikler =~ bakimindan daha  yetersizdir
(http://www.doa.gov.tr/doadergisi/doa4/d9.pdf). Sphagnum odundan daha yiiksek 1sitma
saglamaktadir. Hasati kolaydir ve diisiikk siilfiir igerir, gilinlimiizde kullanimi
simirlandirilmistir ~ (http://dogaokulu.net/notlar/karayosunlari.pdf). Sadece Sphagnum
tirlerini iceren turbalar, bitki yetistirme ortami olarak en uygun turbalardir
(http://www.doa.gov.tr/doadergisi/doa4/d9.pdf).

Turba karayosunlar1 metan gazi liretimi i¢in uygundur ve turba gelecekte 1s1, metan
ya da elektrik tiretimi i¢in 6nemli bir kaynaktir (Saxena ve Harrinder, 2004).

2.6.4 Karayosunlarinin Diger Kullanimlar:

Karayosunlar1 Japonya, Ingiltere, Fransa, Finlandiya ve Amerikada dekoratif amach
kullanilmaktadirlar.

Sphagnum kesme ve saksi ¢igekliginde, siirekli nemli kalmasi gereken bitkilerin
etrafina sarilarak ya da saksi igersine yerlestirilerek kullanilmaktadir (Kiigiiker, 2000).

Giiniimiizde Sphagnum katkisiyla elde edilmis peatcrete veya peatwood adiyla anilan
diisiik maliyetli, kolay sekil verilen bir iiriin bati iilkelerindeki marketlerde satilmaktadir
(http://dogaokulu.net/notlar/karayosunlari.pdf.). Himalayalar, Kapkotta koyliileri kuliibe
benzeri evlerini karayosunlarini g¢alilar, ¢im ve bambu ile pharki denen bi tiir kaplama
yapmak i¢in kullanirlar (Saxena ve Harrinder, 2004).

Almanya’da, Sphagnum yiinle karigtirilarak ucuz giysilerin hazirlanmasinda
kullanilmistir (Saxena ve Harinder 2004). Bazi kiiltiirlerde Sphagnum ve Dicranum
scoparium astar bezi olarak kullanilmistir (http://flora.huh.harvard.edu/FloraData/001/Web
Files/fna27/FNA27- Chapter2.pdf).

Hindistan’da Sphagnum, Hypnum cupressiforme, Macrothamnium submacrocarpum,
Neckera crenulata, Trachypodopsis crispatula ve Thuidium tamariscellum bati
himalayalarda erik ve elmalarin paketlenmesinde kullanilirlar (Saxena ve Harinder, 2004).
Gegmiste  yumusaks1 elastik  dokulari nedeniyle yataklarda, paketlemelerde
kulllanilmiglardir, ayrica bocek ve mikroorganizma ataklarindan kolayca etkilenmezler
(Saxena ve Harrinder, 2004).

Karayosunlarinin bir kullanim alani da atik sularin aritilmasidir. Kanada, Amerika ve
Avrupa’da biyofitreler yaygmn olarak kullanilmaktadirlar. Bu amagla kullanilan
biyofiltrelerden biri olan Ecoflo® biyofiltresinin yapisi ince fiberglass korumalar ve islenmis
karayosunundan olusmaktadir. Bu biyofiltre, giinde 1.000 litreye kadar atik suyu
stizebilmektedir (Altuner, 2008).
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2.7 Calismada Kullamlan Karayosunlari

2.7.1. Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda

Sekil 2.1. Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda (altin yaprakli kivrik yosun)
(http://wisplants.uwsp.edu/bryophytes/photos/f CAMCHR_ML.jpg)

Bu karayosunu gevsek ya da yogun diizensiz dallanir, yesil ya da altin yesili
boliimlerden olusur. Dal yapraklart 1.5 mm uzunluga kadar ulasir ve yapraklart kivrik ya
da ¢ok kivrilmigtir. Siirgiin ucu, yayilan yapraklari ile, karayosununun karakteristik 6zelligi
olan yildiz bi¢iminde bir goriiniime sahiptir (Sekil 2.1.).

Kire¢ tasi ve kalkerli yerlerde, kaya c¢ikintilarinda, kaya ve taslarin kenarinda
bulunurlar. Stirekli olarak golgeli alanlarda bulunmalari nadirdir
(http://www.bbsfieldguide.org.uk/sites/default/files/pdfs/mosses/Campyliadelphus_chryso

phyllus.pdf).
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2.7.2. Ctenidium molluscum ( Hedw.) Mitt.

Sekil 2.2. Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. (http://www.biopix.dk/photos/jcs-
ctenidium-molluscum-51651.jpg)

Bu ¢ok degisken karayosunu sik1 dallanmais, gevsek sarimsi yesil boliimlerden olusur.
En yaygin varyetesi Ctenidium molluscum var . molluscum ‘dur. Tipik olarak siirgtinleri 2-
3 cm uzunlugundadir, fakat Ctenidium molluscum var. condensatum ve Ctenidium
molluscum var. robustum daha biiyiik olabilmektedir. Yapraklari 1-2 mm uzunlugundadir
(fakat dallarda daha kiigiik), genis ticgen sekilde ve ayni yonde kivrilmistir. Dallarin ucu
cogunlukla biikiiliir ve dalin geri kalanindan daha parlak goriiliir (Sekil 2.2.).

Bu yaygin ve bilinen karayosunu gii¢lii kivrimli yapraklari ile diger pleurokarplar ile
karistirllmamalidir.

Bu tiiriin varyeteleri kayaliklar, agacliklar, kiyilar ve cayirlar gibi bir ¢ok kalkerli
habitatta bulunabilir. Toprak ve kayaliklarda yetismeleri indikator 6zelliklerinden olabilir
ve onlarm varlig1 briyolojistleri uyarir. Ornegin Ctenidium molluscum var. sylvaticum
Giiney Ingiltere ormanlarinda asidik topraklarda ve humusta olduk¢a sik bulunur

(http://www.bbsfieldguide.org.uk/content/ctenidium-molluscum).
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2.8. Karayosunlarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri Uzerine Yapilan Onceki
Calismalar

Palustriella commutata (Hedw.) Ochyra aseton ve metanol [I¢oziiciileri ile elde
edilen oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi onbir bakteri, bir maya ve sekiz kiife kars1 disk
difiizyon metodu ile calisan ilhan ve ark.(2006) denenen Gram-pozitif bakterilerden
bazilar1 (Bacillus mycoides, B. cereus, B. subtilis ve Micrococcus luteus) aseton ekstraktina
duyarli iken, Gram-negatif bakterilerin (Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Enterobacter aerogenes) hepsi duyarh
oldugunu belirlemislerdir. Ekstraktlarin maya ve kiifler lizerinde bir etkisinin olmadigini
tespit etmislerdir. Ayrica elde edilen sonuglara gore aseton ekstraktinin potansiyel
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Singh ve arkadaslar1 (2007), 15 karayosununun etanol ekstraktlarinin antibakteriyel
aktivitesini 11 bakteriye ve antimikotik aktivitesini 8 fungusa karsi denemislerdir. Tiim
mikroorganizmalara karsi en aktif tiirlerin Sphagnum junghuhnianum, Barbula javanica,
Barbula arcuata, Brachythecium populeum, Brachythecium rutabulum, Mnium
marginatum ve Entodon cf rubicundus tiirlerinin tiim mikroorganizmalara kars1 en aktif
oldugunu tespit etmislerdir.

Pejin ve ark. (2011), Rhodobryum ontariens dimetil siilfoksit ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini mikrodiliisyon metodu ile incelemislerdir. Ekstraktin, farkli
derecelerde, test edilen bakteri ve funguslara kars1 aktivitesi oldugunu gézlemlemislerdir.

Liasu ve Ayandele (2008), Tithonia diversifolia (Compositae) ve Bryum coronatum
(Bryophta) tiirlerinin sulu ve etanolik ekstraktlarinin aktivitelerini ¢alismislardir. Bitki
ekstraktlarmin MIC degerlerinin 0.01 mg/mL ile 100 mg/mL arasinda araliginda oldugunu
tespit etmislerdir. Her iki ekstraktin, birkac¢ istisna digsinda test edilen test edilen
organizmalara kars1 dikkate deger aktivite gosterdigini gézlemlemislerdir.

Basile ve ark. (1998), Pleurochaete squarrosa tiiriiniin aseton ekstraktini bazilart
insanlara patojen olan 11 bakteri strainine karsi antibakteriyel aktivitesini ¢alismislardir.
Ekstraktin bazi Gr (-) bakteri strainlerine kars1 aktif oldugu gézlemlenmistir. Bacillus
subtilis disinda Gr (+) bakterilerin ekstrakta karsi yiiksek duyarliliginin olmadigini
gozlemlemislerdir. Enterobacter faecalis ekstrakta direngli oldugu, Staphylococcus
epidermidis ve Staphylococcus aureus bakterilerinin sadece yiiksek konsantrasyonlarda
inhibe oldugu gorilmiistiir. Gr (-) bakterilerin ekstrakta daha duyarli oldugu goriilmiistiir.

Ozellikle Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae ve Bacillus subtilis
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bakterilerinin ekstrakta en yiiksek duyarliligi gosterdigi gozlemlenmistir. Salmonella typhi,
Proteus vulgaris ve Pseudomonas aureginosa bakterilerinin duyarli olmadigi goriilmiistiir.

Diilger ve ark. (2005), Tirkiyenin farkli lokalitelerinden toplanan (Grimmia
pulvinata (Hedw.) Sm., Tortula subulata Hedw., Grimmia pulvinata Hedw., Leucodon
sciuroides (Hedw.) Schaegr., Hypnum cupressiforme Hedw., Homalothecium sericium
(Hedw.) Br.Eur., Neckera complanata (Hedw.) Hub. ve Mnium undulatum tiirlerinin
metanol ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktivitelerini disk difiizyon metodu ile
calismiglardir. Sonug olarak ekstraktlarin baslica Gr (+) ve Gr (-) bakterilere karsi orta
diizeyde aktif oldugu, mayalara kars1 diisiik bir aktivite gosterdigi saptanmistir.

Sabovljevic ve ark. (2006), Bryum argenteum tiiriiniin etanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesini mikrodiliisyon metodu ile ¢alismiglardir. Arastirilan tiim etanol
ekstraktlari test edilen tiim bakteri ve funguslara kars1 aktif oldugu ortaya ¢ikmustir.

Colak (2010), Platyhypnidium riparioides (Hedw.) Dixon, Leucodon sciuroides
(Hedw.) Schwigr., Hypnum cupressiforme Hedw., Homalothecium sericeum (Hedw.)
Br.Eur., ve Anomodon viticulosus (Hedw.) Hook&Taylor tiirlerinin antimikrobiyal
aktivitesi lizerine ¢aligmalar yapmustir. Etil alkol, metil alkol, kloroform ve aseton olmak
tizere dort farkli ¢oziicii kullanilarak elde edilen Oziitlerin disk diflizyon metodu
antimikrobiyal aktiviteleri ¢alisilmis ve daha sonra MIK ¢alisilmistir. Elde edilen 6ziitlerin
en az birinin her bir mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal etkisi tespit edilmistir.
Oziitlerin mikoorganizmalara karsi olan antimikrobiyal aktivitesinin konsantrasyonla
orantili oldugunu belirtmistir.

Elibol (2010), 6 akrokarp karayosununun etil alkol, metil alkol, kloroform ve aseton
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini ¢aligmiglardir. Grimmia anodon Bruch. &
Schimp., etki ettigi mikroorganizma sayisi agisindan en yiiksek etkiyi gosterdigi Tortella
tortuosa (Hedw.) Limpr. ise sadece Candida albicans ATCC 16231 susu iizerine etKi
gosterdigi gozlemlenmistir.

Altuner (2008), 20 farkli karayosununun farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarini
10 farkli mikroorganizma {izerine antimikrobiyal aktivitesini calismistir. Genel olarak,
sdH20 ve tampon ekstraktlari ile en yiiksek, buna karsilik dietil eter ve etil alkol ekstraktlari
ise en diisiik seviyede antimikrobiyal etki gosterdigini saptamistir. Ayrica, iki ayr1 lokasyondan
toplanan 3 karayosunu 6rnegi kullanilarak, lokasyonun antimikrobiyal aktivite lizerine olasi
etkisi arastirilmis ve lokasyon parametresinin, 6zellikle de karayosunlarinin yasadig fiziksel

cevrenin  antimikrobiyal aktivite acisindan etkili oldugu belirlenmistir.  Secilen
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karayosunlarindan higbirinin Salmonella enteretidis ATCC 13076 iizerine antimikrobiyal
aktivite gostermedigi gozlenmistir. Calliergonella cuspidata (Hedw.) Locske, Pterigynandrum
filiforme Hedw., Plagiothecium denticulatum (Hedw.) Br. Eur. var. denticulatum ve Pohlia
cruda (Hedw.) Lindb. ise test edilen higbir mikroorganizmaya etki gostermemistir.

Montenegro ve ark. (2009), Sili yerli karayosunu olarak bilinen Sphagnum
magellacanicum ekstraktinin E. carotovora subsp. carotovora, Vibrio cholerae, E. coli,
Salmonella typhi ve Streptococcus type B kiiltiirlerinin gelismesini inhibe ettigini tespit
etmislerdir. Etanol ekstraktinda vanilik, siringik, kafeik, gallik, 2-4 hidrobenzoik, p-
kumarik ve salisilik asit varligini belirlemislerdir.

Bodade ve ark. (2008), Ciger otlar1 ve karayosunlari ile yaptiklar1 ¢alismalarinda
Racomitrium crispulum disindaki briyofitlerin (Plagiochasma appendiculatun, Thudium
delicatulum, T. cymbifolium, Bryum cellulare ve B. argentium) en az bir
mikroorganizmaya kars1 aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir. Etanol, aseton ve
kloroform ekstraktlarinin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus tizerinde daha etkili
oldugu bulunmustur.

Savaroglu ve ark. (2011), Funaria hygrometrica Hedw. (Funariaceae), Hypnum
cupressiforme Hedw. (Hypnaceae), H. imponens Hedw. (Hypnaceae), Polytrichum
juniperinum Hedw. (Polytrichaceae) ve Tortella tortuosa (Hedw.) Limpr. (Pottiaceae)
karayosunlarinin agar difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile antimikrobiyal aktivitesini
caligmiglardir. Polytrichum juniperinum Hedw. ve Tortella tortuosa (Hedw.) Limpr.
tiirlerinin test edilen bakteri ve fungus tiirlerine kars1 en 1yi inhibitor etkiye sahip oldugunu
belirlemislerdir.

Dogada ve aksenik yetisen Atrichum undulatum, Physcomitrella patens ve
Marchantia polymorpha briyofitlerinin ekstraktlarinin  bioaktivitelerini  karsilagtiran
Sabovljevic ve ark. (2010), genel olarak dogada yetisen materyalden elde edilen
ekstraktlarin, laboratuar kosullarinda yetisen materyal ekstraklarindan daha belirgin bir
antibakteriyel aktivite gosterdigini gézlemlemislerdir.

Baska bir ¢alismada Sabovljevic ve ark., (2011), dogal ve aksenik olarak yetisen
yetisen Atrichum undulatum, Physcomitrella patens ve Marchantia polymorpha
briyofitlerinin dimetil siilfoksit ekstraktlarinin antifungal aktivitelerini g¢alismislardir.
Genel olarak laboratuarda yetisen materyalden elde edilen ekstraktlarin, dogada yetisen
materyalden daha iyi antifungal aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir. Baz1 funguslar her

iki ekstrakta da benzer sonug¢ vermistir.
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Russel (2010), 14 briyofitin etanol ve metanol ekstraktlarini {i¢ bakteri streynine
kars1 antibiotik aktivitesini disk diflizyon metoduyla calismistir. Karayosunlarinin %
33¢lniin ve cigerotlarmin % 88 ‘inin antimikrobiyal aktivite gosterdigini saptamstir.

Veljic ve ark. (2009), Fontinalis antypretica, Hypnum cupressiforme ve Ctenidium
molluscum metonol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini ¢aligmislaridir. Caligilan bu
karayosunu tiirlerinin antifungal aktivitesinin, antibakteriyel aktivitesinden yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir. Antibakteriyel etkinin ise Gr (-) bakterilere karsi Gr (+)
bakterilerden fazla oldugunu tespit etmislerdir. Fontinalis antypretica metanol ekstrakti
orta diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterirken, Ctenidium molluscum ekstraktinin diisiik
aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Diilger ve ark. (2009), 5 briyofit tiriiniin etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitesini ¢alismuslardir. Plasteurhynchium meridionale ve Anomodon viticulosis tim
mikroorganizmalara kars1 aktiviteye sahip oldugunu gézlemlemislerdir.

Karayosununlarindan 7 saf flavonal (apigenin, apigenin- 7-O-triglycoside, lucenin-
2, luteolin-7-O-neohesperidoside, saponarine ve vitexin ve bifavonoid bartramiaflavone.)
izole eden Basile ve ark. (1999), bazilarinin Enterobacter cloaceae, E. aerogenes ve
Pseudomonas aeruginosa bakrerilerine karsi antibakteriyel etkili oldugunu bulmuslardir.
Antimikrobiyal = spektrumlarimin  temel olarak, firsatci enfeksiyonlara ve genel
antibakteriyel terapiye direngli Gr (+) bakteri strainlerine kars1 oldugunu saptamislardir.

Karayosunlarmnin esensiyal yaglariyla calisan Ugiincii ve ark. (2010), Tortula muralis
karayosununun nonanal ve tetradecanol, Homalothecium lutescens karayosununun nonanal
ve trikojen, Hypnum cupressiforme ve Pohlia nutans karayosunlarinin nonanal ve 2E-
tetradecen-1-ol  igerdigini GC-FID/MS teknigi ile belirlemislerdir. Incelenen
karayosunlarindaki terpenoidlerin say1 ve degerleri genel olarak nonterpenoidlerden daha
az oldugunu tespit edilmisdir. Bu karayosunlarinin esensiyal yag orneklerinin Candida
albicans and Saccharomyces cerevisiae mayalarina karsi antifungal etki gosterdigi

belirlenmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Karayosunu Tiirleri

Calisma materyali olarak kullanilan Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. Zonguldak,
Kozlu, Degirmenagz1 Mevkii, Fagus orientalis, Carpinus betulus, Ostrya carpinifolia,
Laurus nobilis, Rhododendron ponticum, Quercus sp., formasyonu alti, kaya ve toprak
tizerinden 10.01.2009 tarihinde, Campyliadelphus chrysophyllus karayosunu ise ayni
mevkii fakat bu sefer orman ici degil orman kenarindan toprak {izerinden toplanmustir.

Karayosunu ornekleri Zonguldak Karaelmas Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Botanik Anabilim Dali 6gretim {iyesi Dog. Dr. Giiray Uyar tarafindan
teshis edilmistir.

3.1.2.Test Mikroorganizmalari

Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. ve Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.)
Kanda karayosunu tiirlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin tespiti i¢in 19 bakteri ve 4 maya
kiltiri kullanilmastir.

Proteus vulgaris ATCC 6337, Proteus vulgaris ATCC 8427, Micrococcus
luteus ATCC 9341, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli ATCC 10536,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 6538-P, Staphylococcus epidermidis NRRL B — 4877, Candida albicans
ATCC 10239, Rhodotorula rubra DSM 70403, Debaryomyces hansenii DSM 70238,
Klebsiella pneumoniae UC57, Bacillus cereus ATCC 7064 mikroorganizma strainleri
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Temel ve
Endiistriyel Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilmistir.

Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Listeria innocua, metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA), metisiline duyarli S. aureus (MSSA), Enterococcus
faecalis, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Cryptococcus neoformans izolatlar: ise
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuart ve Trakya Universitesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuarindan saglanmistir.
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3.1.3 Kullanilan Coziiciiler

3.1.3.1. Etanol: CH3CH,OH formiiliine sahip olan bir organik bilesiktir. Etanol
glikozun mayalanmasindan olusur (Uyar, 1992).

Fermantasyon genellikle, seker iceren sulu ¢ozeltiye maya ilavesiyle yapilir.
Mayanin igerdigi enzimler, uzun bir tepkime dizisi sonunda basit sekeri (Cg H120g) etanol
ve karbondioksite donistiiriir. Besin ve ezaciliktaki kullanimlarinin yanisira etanolden
¢oziicii, motor yakiti, kloral, kloroform, etil esterler ile olagan eterin elde edilmesinde ara
madde, besin sanayisinde kullanilan asetik asit ya da sirke yapiminda ise ana madde olarak
kullanilir. Tipta kullanilan araglarin sterilize edilmesinde kullanildig1 gibi organik
bilesikler i¢in iyi bir ¢oziiclidiir. Etanol ayn1 zamanda bir hipnotiktir (uyku verici). Uyarici
olduguna inanilmasina karsin, beynin {ist kisminin etkinligini azaltir. Zehirlidir; ancak bir
diger alkol tiirli olan metanole oranla zehirliligi ¢ok daha diisiiktiir (Uyar, 1992).

3.1.3.2. Etil asetat : Etil asetat (sistematik adiyla etil etanoat, kisaltilmis yazimiyla
EtOAc veya EA), CH3;COOCH,CHj; formiiliine sahip bir organik bilesiktir. Bu renksiz sivi
bilesik, baz1 yapistiricilar ve aseton gibi armut suyuna benzer tathi bir kokuya sahiptir. Etil
asetat, etanol ve asetik asitin esteri olup, sanayide gliglii bir ¢oziicli olmasi nedeniyle sik
tiretilen bir maddedir. Etil asetat genel olarak ¢oziicii ve seyreltici olarak kullanilir. Ucuz
olusu, diisiik toksin &zelligi ve hos kokusu nedeniyle de tercih edilir. Ornegin reklam
afislerini temizlemek ve oje ¢ikarmak iizere aseton ve asetonitril i¢cine konularak kullanilir.
Bu ¢oziicii, kahvedeki ve c¢aydaki kafeini uzaklastirma yetisine sahiptir. Boyalarda
aktivator ve sertlestirici olarak da kullanilan etil asetat, sekerlemelerde, parfiimlerde ve
bazi meyvelerde kullanilir. Parfiimlerde kullanimi sirasinda c¢abucak buharlastigindan
dolayz, parfiimiin kokusunu deride birakarak yilizeyden ayrilir.
(http://askimya.com/etil_asetat-937_tr_cd.html).

3.1.3.3. Metanol : Metil alkol (metanol, karbinol) CH3OH, en basit yapili alkoldiir
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Metanol).

Bir zamanlar odundan damitma yontemi ile iiretilmekteydi ve giiniimiizde de bazen
agag alkolii (odun ruhu) olarak adlandirilmaktadir. Metil kelimesi Yunanca meti= sarap ve
il =agac kelimelerinden gelmektedir. Giinlimiizde metanol karbon monoksit ve hidrojenden
tiretilmektedir. Metanol’ {in diinyadaki yillik tiretimi yaklagik 10 milyon tondur. Biiyiik
kismi formaldehit ve baska kimyasallarin tiretiminde kullanilir. Bir kismida ¢oziicti ve
antifiriz olarak kullanilir. Metanol kendi basina oldukca toksiktir ve i¢ildiginde ya da

buhar1 uzun siire solundugunda korliige ve 6liime neden olabilir (Hart ve ark., 1998).
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3.1.2.4. Kloroform: Kloroform, anestezik (uyusturucu) etkisi olan bir kimyevi
maddedir. Kimyasal formiilii CHCl; olup, triklormetan da denir. Agir, renksiz bir siv1 olup
61 °C’ de kaynar. Yogunlugu 1,48 g/cm? tiir. Kolay buharlagir. Kimyasal islemlerde ¢ok
kullanilir (http://tr.wikipedia.org/wiki/Kloroform).

3.2. Yontem

3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanisi

Calismada kullanilacak olan karayosunlar1 herbaryum teknikleriyle uygun kosullarda
kurutulup, teshis edildikten sonra aseptik sartlarda mekanik pargalayici yardimiyla toz
haline getirildi. Daha sonra rutin yontemler kullanilarak her bir karayosunu ig¢in 15 g
tartilarak 150 mL etanol ile Soxhlet cihazina yerlestirildi. Bu islem ayr1 ayr1 metanol, etil
asetat ve kloroform ile tekrarlandi. 12 saat siiren ekstraksiyon isleminden sonra elde edilen
tiim ekstreler +4 °C’ de saklanmustir.

3.2.2 Disklerin ve Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Calismada kayosunlarimin antimikrobiyal aktivitesini belirlemede disk difiizyon
yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in her ekstrakttan ayr1 ayr1 6 mm capindaki steril kagit
disklere 50 pL konsantrasyonundaki ekstreler emdirildi. Besiyeri olarak antimikrobiyal
aktivite tayininde kullanilarn Mueller Hinton Agar (OXOID) kullanilmustir.

Kullanilan bakteri kiiltiirlerini aktif hale getirebilmek i¢in Brain Heart Infusion Broth
(OXOID), maya kiiltiirlerini aktiflestirebilmek i¢in Malt Extract Broth (DIFCO) kullanild:.
Stok kiiltiirlerden alinan bakteri kiiltiirleri ayr1 ayr1 4-5 uL buyyonda siispanse edilerek, 2
ile 5 saat arasinda etiivde inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siire sonunda bakteri siispansiyonu
MacFarland standart tiipiine kars1 steril serum fizyolojik ile ayarlandiktan sonra tiiplere
ekim yapildi. Bakteri slispansiyonuna steril ekiivyon daldirilarak karistirildi. Bu ekiivyon,
plaga sik araliklarla taranmak suretiyle 3 ayr1 yonde siiriilerek inokiile edildi. Muller
Hinton Agara (10 adet/mL) strainlerinin 24 saatlik buyyondaki kiiltiirii ile %1 oraminda
asilanarak iyice calkalandiktan sonra steril petri kutularina steril pipetlerde 15’er mL
dagitilarak besiyerinin homojen sekilde petri kutusu i¢inde dagilmasi saglandi. Tim petri
plaklar1 bundan sonra 5-15 dakika siire ile oda sicakliginda kurumaya birakildi. Siire
sonunda petrilerin icine aseptik olarak farkli ekstreler emdirilmis diskler yerlestirildi.
Bakterilerin inokiile edildigi plaklar 35-37 0C’de 48 saat, mayalarin inokiile edildigi
plaklar 25-27 °C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda disklerin gevresinde
olusan inhibisyon zonlariin gaplari 6lgiildii. Buna ilaveten ¢oziicii emdirilmis olan diskler

kontrol i¢in, standart antibiyotik diskleri ise mukayese olarak kullanildi (Collins ve Lyne,
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1987; CLSI, 2010). Tim test mikroorganizmalarina karsi yapilan antimikrobiyal aktivite
deneyleri ii¢ tekrarli olarak galisilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

4.1.1. Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda Karayosununun
Antimikrobiyal Aktivitesi

Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda Karayosununun antimikrobiyal
aktivitesini belirlenek amaciyla yapilan ¢alismanin bulgular Cizelge 4.1.”de verilmistir.

Calismanin sonucunda elde edilen bulgulara gore karayosununun dort ekstraktininda
Enterococcus faecalis bakterisine kars1 antimikrobiyal etkiye sahip olmadigi goriilmiistiir.

Mikroorganizmalarin  ekstraktlara duyarhiliklarimin =~ farklihik — gosterdigi  ve
Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda karayosununun en az bir ekstraktinin
Enterococcus faecalis hari¢ tiim test mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal etkisi
oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Kloroform ekstraktinin en yiiksek antimikrobiyal etkiyi 19.1 mm zon c¢ap1 ile
Staphylococcus aureus ATCC 6538-P bakterisine karsi gosterirken, Etanol ekstraktinin en
yiiksek antimikrobiyal etkiyi 15.0 mm zon ¢ap1 ile Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
bakterisine kars1 gosterdigi saptanmuistir.

Etil asetat ekstraktinin en yiiksek antimikrobiyal etkiyi 14.6 mm zon cap:1 ile
Candida albicans ATCC 10239 maya kiiltiriine, Methanol ekstraktinin ise en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi 19.0 mm zon ¢ap1 ile Debaryomyces hansenii DSM 70238 maya
kiiltiirtine kars1 gosterdigi belirlenmistir.

Tiim ekstraktlarin Proteus vulgaris ATCC 6337, Proteus vulgaris ATCC 8427,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6633, Citrobacter freundii, Serretia
marcescens, Bacillus cereus ATCC 7064, Listeria innocua, Staphylococcus aureus ATCC
6538-P, Metisilene Direngli Staphylococcus aureus (MRSA), metisiline duyarli S. aureus
(MSSA), Enterobacter cloacae, Rhodotorula rubra DSM 70403, Debaryomyces hansenii
DSM 70238 kiiltiirlerine karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptanmistir (Sekil 4.1. -
4.3.).
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4.1.2. Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. Karayosununun Antimikrobiyal
Aktivitesi

Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. Karayosununun antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek amaciyla yapilan ¢calismanin bulgular1 Cizelge 4.2.°de verilmistir.

Caligmada elde edilen bulgulara gore karayosunun higcbir  ekstrakti,
Enterobacter cloacae bakterisine karst antimikrobiyal etki gostermemistir.

Ekstraktlarn  en az Dbirinin, Enterobacter cloacae bakterisi hari¢ tiim
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Metanol ekstraktinin en yiiksek antimikrobiyal etkiyi 19.0 mm zon c¢ap1 ile
Rhodotorula rubra DSM 70403 mikroorganizmasina karsi gosterirken, Etanol ekstraktinin
en yiiksek antimikrobiyal etkiyi 12.0 mm zon c¢aplar1 Enterococcus faecalis ve
Cryptococcus neoformans mikroorganizmalarina gosterdigi tespit edilmistir.

Kloroform ekstraktinin en yiiksek antimikrobiyal etkiyi 14.0 mm zon c¢ap1 ile
Candida albicans ATCC 10239 mikroorganizmasina kars1 gosterirken, Etil asetat ekstrakti
en yliksek antimikrobiyal etkiyi 18.3 mm zon ¢ap1 ile Candida albicans ATCC 10239
mikroorganizmasina kars1 gosterdigi saptanmustir.

Tim ekstraktlarin Proteus vulgaris ATCC 8427, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Serretia marcescens, Bacillus cereus ATCC 7064, Staphylococcus
aureus ATCC 6538-P, Klebsiella pneumoniae UC57, Enterococcus faecalis, Candida
albicans ATCC 10239, Rhodotorula rubra DSM 70403, Debaryomces hansenii DSM
70238, Cryptococcus neoformans test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.4.).
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Cizelge 4.1. Campyliadelphus chrysopyllus (Brid.) Kanda karayosununun test

mikroorganizmalarina Kars1 antimikrobiyal aktivitesi

Inhibisyonu (mm)*

Ekstrakt o
Mukayese Antibiyotikleri
Test 50 puL
Mikroorganizmalari E c 0 A G NY KETO CLT

Al A2 A3 A4 15 30 30 10 120 100 20 10
Proteus vulgaris

9.6 9.3 10.3 7.0 17.0 19.1 25.0 120 293 NT NT NT
ATCC 6337
Proteus vulgaris

13.3 11.6 13.6 14.0 17.1 20.6 13.0 158 30.0 NT NT NT
ATCC 8427
Proteus mirabilis 6.0 6.0 60 110 70 225 80 273 255 NT NT  NT
Micrococcus luteus
ATCC 9341 12.6 15.0 6.0 7.0 185 26.3 31.0 153 300 NT NT NT
Enterobacter aerogenes 10.0 130 106 7.0 131 240 240 105 300 NT NT NT
ATCC 13048
Escherichia coli
ATCC 10536 8.3 8.0 9.3 14.0 191 300 123 350 300 NT NT NT
Pselidamonas aerginosa 113 186 150 96 116 198 128 168 273 NT NT  NT
ATCC 27853
Bacillus subtils 7.0 19.0 10.0 7.0 22.3 36.2 6.0 273 400 NT NT NT
ATCC 6633
Citrobacter freundii 9.0 10.0 8.3 8.3 333 35.0 146 345 350 NT NT NT
Serratia marcescens 133 17.6 8.6 10.6 19.1 20.0 19.0 91 310 NT NT NT
Bacillus cereus
ATCC 7064 11.0 13.3 11.6 13.6 115 19.8 9.8 8.0 250 NT NT NT
Listeria innocua 12.0 15.0 7.0 7.6 135 230 276 110 277 NT NT NT
Staphylococeus aureus 15.1 19.1 10.0 14.0 32.3 25.0 13.0 350 350 NT NT NT
ATCC 6538-P
Staphylococcus epidermidis 11.0 6.0 6.0 6.0 300 328 250 171 275 NT NT NT
NRRL B — 4877
Klebsiella pneumoniae

6.0 6.0 123 6.0 330 350 300 385 360 NT NT NT
UC57
MRSA 100 113 123 96 30 313 170 350 310 NT  NT  NT
MSSA 9.3 10.3 9.0 16.1 155 250 110 390 270 NT NT NT
Enterococcus faecalis 6.0 6.0 6.0 6.0 30.3 30.0 141 346 300 NT NT NT
Enterobacter cloaceae 7.0 7.3 9.6 110 300 316 166 380 296 NT NT NT
Candida albicans 6.0 14.0 6.0 14.6 NT NT NT NT NT 200 21.2 15.2
ATCC 10239
Rhodotorula rubra 9.3 13.0 12.0 12.6 NT NT NT NT NT 18.0 22.2 16.2
DSM 70403
Debaryomyces hanseni 19.0 10.0 10.0 13.0 NT NT NT NT NT 16.2 14.0 18.2
DSM 70238
Cryptococcus neoformans 13.0 12.0 6.0 9.0 NT NT NT NT NT 220 182  20.2
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Al
A2
A3
A4
E 15
C30

030
A10
G120
NY 100
KETO 20
CLT 10
NT

: Methanol ekstrakti

: Kloroform ekstrakti

: Etanol ekstrakti

. Etil asetat ekstrakt1

: Erythromycin(15 pg/disc)
: Chloramphenicol

(30 pg/disc)

: Oxytetracycline (30 pg/disc)
- Ampicillin (10 pg/disc)

: Gentamicin (120 pg/disc)

: Nystatin (100 pg/disc)

: Ketacanazole (20 pg/disc)

: Clotromizole (10 pg/disc)

: Denenmedi ( Not Tested)

(*): Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini gdstermektedir. Her disk 6 mm ¢apinda

olup 50 pL (mikrolitre) ekstre emdirilmistir. Sonuglar ii¢ deneyin ortalamasidir.
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Cizelge 4.2. Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. karayosununun test
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktivitesi

Inhibisyonu (mm)*

Ekstrakt o
Mukayese Antibiyotikleri
Test 50 puL
Mikroorganizmalari E c 0 A G NY KETO CLT
Bl B2 B3 B4 15 30 30 10 120 100 20 10

Proteus vulgaris
10.0 7.0 11.0 6.0 17.0 19.1 25.0 120 293 NT NT NT

ATCC 6337
Proteus vulgaris

10.0 7.0 11.0 7.0 171 20.6 130 158 300 NT NT NT
ATCC 8427
Proteus mirabilis 6.0 6.0 10.0 9.0 7.0 225 8.0 273 255 NT NT NT
Micrococcus luteus
ATCC 9341 15.0 7.0 6.0 7.0 18.5 26.3 310 153 300 NT NT NT
Enterobacter aerogenes 8.6 8.1 9.0 7.0 131 24.0 240 105 300 NT NT NT
ATCC 13048
Escherichia coli
ATCC 10536 9.3 8.0 9.6 12.3 19.1 30.0 123 350 300 NT NT NT
Pseudomonas aeruginosa 113 9.0 11.6 8.0 11.6 19.8 128 168 273 NT NT NT
ATCC 27853
Bacillus sublilis 10.0 8.0 11.6 7.0 22.3 36.2 6.0 273 400 NT NT NT
ATCC 6633
Citrobacter freundii 9.3 8.6 8.6 6.0 333 35.0 146 345 350 NT NT NT
Serratia marcescens 9.6 10.6 10.0 8.3 19.1 20.0 19.0 91 310 NT NT NT
Bacillus cereus
ATCC 7064 10.6 8.0 11.6 8.0 115 19.8 9.8 8.0 250 NT NT NT
Listeria innocua 7.0 6.0 10.0 6.6 135 230 276 110 27.7 NT NT NT
Staphylococeus aureus 13.6 12.0 10.3 7.0 323 25.0 13.0 350 350 NT NT NT
ATCC 6538-P
Staphylococcus epidermidis 9.0 6.0 10.0 7.3 30.0 328 250 171 275 NT NT NT
NRRL B - 4877
Klebsiella pneumoniae

11.6 10.3 11.0 8.0 33.0 35.0 30.0 385 360 NT NT NT
ucs7
MRSA 6.0 8.3 6.0 6.0 30 313 170 350 310 NT NT NT
MSSA 10.3 6.0 10.6 10.6 155 25.0 11.0 390 270 NT NT NT
Enterococcus faecalis 6.0 8.3 12.0 7.0 30.3 30.0 141 346 300 NT NT NT
Enterobacter cloaceae 6.0 6.0 6.0 6.0 300 316 166 380 296 NT NT NT
Candida albicans 10.0 14.0 10.0 18.3 NT NT NT NT NT 200 21.2 15.2
ATCC 10239
Rhodotorula rubra 19.0 10.0 9.3 9.0 NT NT NT NT NT 180 22.2 16.2
DSM 70403
Debaryomyces hanseni 6.0 10.0 8.0 15.0 NT NT NT NT NT 16.2 14.0 18.2
DSM 70238
Cryptococcus neoformans 9.3 9.0 12.0 11.0 NT NT NT NT NT 220 182 202
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B1
B2
B3
B4
E 15
C30

030
A10
G120

NY 100
KETO 20
CLT 10
NT

: Methanol ekstrakti

: Kloroform ekstrakti

: Etanol ekstrakti

. Etil asetat ekstrakt1

: Erythromycin(15 pg/disc)
: Chloramphenicol

(30 pg/disc)

: Oxytetracycline (30 pg/disc)
- Ampicillin (10 pg/disc)

: Gentamicin (120 pg/disc)

: Nystatin (100 pg/disc)

: Ketacanazole (20 pg/disc)

: Clotromizole (10 pg/disc)

: Denenmedi (Not Tested)

(*): Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini gdstermektedir. Her disk 6 mm ¢apinda

olup 50 pL (mikrolitre) ekstre emdirilmistir. Sonuglar ii¢c deneyin ortalamasidir.
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Sekil 4.1. Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda ekstraktlarinin Proteus vulgaris
ATCC 8427 mikroorganizmasina karsi antimikrobiyal aktivitesi.

1:Metanol ekstrakti 2: Kloroform ekstrakti 3: Etil alkol ekstrakti 4: Etil asetat
ekstrakti.
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Sekil 4.2. Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda ekstraktlarinin Escherichia coli
ATCC 10536 mikroorganizmasina karsi antimikrobiyal aktivitesi.

1:Metanol ekstrakti 2: Kloroform ekstrakti 3: Etil alkol ekstrakti 4: Etil asetat
ekstrakti.
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Sekil 4.3. Campyliadelphus chrsophyllus (Brid.) Kanda karayosununun Rhodotorula
rubra DSM 70403 mikroorganizmasina karsi antimikrobiyal aktivitesi.

1:Metanol ekstrakti 2: Kloroform ekstrakti 3: Etil alkol ekstrakti 4: Etil asetat
ekstrakti.
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Sekil 4.4. Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. ekstraktlarinin Enterobacter aerogenes

ATCC 13048 mikroorganizmasina kars1 antimikrobiyal aktivitesi.

1:Metanol ekstrakti 2: Kloroform ekstrakti 3: Etil alkol ekstrakti 4: Etil asetat
ekstrakti.
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4.2. Tartisma

Calismada her iki karayosununun metanol, kloroform, etanol, etil asetat
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi bazi1 Gr (-) ve Gr (+) bakteriler ile baz1 maya
kiiltiirleri tizerine antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1
ve Cizelge 4.2.” de verilmistir.

Ekstrelerin, test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitelerinin farklilik
gosterdigi goriilmiistiir. Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda karayosunun higbir
ekstresi Enterococcus faecalis bakterisine, Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt.
karayosununun ise Enterobacter cloacae bakterisi lizerine antagonistik etki gostermedigi
saptanmistir.

Calismamizda kullanilan iki karayosununun dort ekstraktindan en az birinin, her bir
karayosunu i¢in antagonistik etki gdstermedikleri birer mikroorganizma haricinde tiim test
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmisdir. Ekstraktlarin
antimikrobiyal etkilerinin farkli mikroorganizmalar {izerinde farkli olmasinin nedeni, farkli
solventlerin farkli bilesenleri ¢6zmesinden kaynaklandig: diisiiniilebilir. Dolayisi ile her iki
karayosununda bioaktif bilesikler i¢erdigini diisiiniilebilir.

Campyliadelphus chrysophyllus karayosunun etil asetat ekstrakti Proteus vulgaris
ATCC 8427 bakterisine karst O30 mukayese antibiyotigine nazarn daha yiiksek aktivite
gosterirken, diger antibiyotiklere gore daha az etki gosterdigi belirlenmistir.
Campyliadelphus chrysophyllus karayosununun etil asetat ekstrakti Proteus mirabilis
bakterisine kars1 E15 ve O30 mukayese antibiyotiklerine kiyasla daha yiiksek antagonistik
etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Campyliadelphus chrsophyllus karayosununun metanol ekstrakti Proteus vulgaris
ATCC 8427 bakterisine kars1 O30 antibiyotigi ile benzer etki gostermistir.

Campyliadelphus chrysophyllus karayosunun tiim ekstreleri, mukayese antibiyotikler
ile (E15: Erythromycin, C30: Chloramphenicol, 030: Oxytetracycline, A10: Ampicillin,
G120:Gentamicin) karsilastirildiginda Proteus vulgaris ATCC 6337, Micrococcus luteus
ATCC 9341, Citrobacter freundii, Staphylococcus epidermidis NRRL B- 4877, Klebsiella
pneumoniae UC57, MRSA, Enterobacter cloaceae bakterilerine karsi mukayese
antibiyotiklerine nazaran daha diisiik antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Bununla beraber tiim mukayese antibiyotikleri Enterecoccus faecalis bakterisi iizerinde
yiikksek antagonistik etki gosterirken Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda
karayosunu ekstrelerinin antagonistik etki gostermedigi saptanmuistir.
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Campyliadelphus chrysophyllus karayosunun en yiiksek antifungal etkiyi metanol
ekstresi ile Debaryomyces hansenii DSM 70238 fungusuna kars1 gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica Campyliadelphus chrysophyllus karayosunun metanol ekstreleri Debaryomyces
hansenii DSM 70238 fungusu iizerinde diger ekstrelere ve mukayese antibiyotikleri
NY100, KETO 20 VE CLT 10 kiyasla daha yiiksek antifungal etki gosterdigi ortaya
cikartlmistir.

Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda karayosunun etanol ve metanol
ekstraktlar1 Enterobacter aerogones ATCC 13048 bakterisine karst A10 antibiyotigi ile
benzer etki gosterdigi belirlenmistir.

Literatir ~ taramalarinda  Campyliadelphus  chrysophyllus  karayosununun
antimikrobiyal aktivitesine yoOnelik c¢alismaya rastlanmamistir. Ancak Altuner (2008)
caligmasinda Campyliadelphus chrysophyllus ile yakin bir tiir olan Calliergonella
cuspidata (Hedw.) Locske karayosununun test mikroorganizmalarina karst bir
antimikrobiyal etkisi olmadigini tespit etmistir. Yine Campyliadelphus chrysophyllus ile
yakin bir olan Palustriella commutata (Hedw.) Ochyra karayosunun aseton ve metanol
ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesini disk difiizyon metoduyla arastiran Ilhan ve ark.
(2006), bu karayosununun maya ve kiiflere karsi inaktif, aseton ektraktinin test
bakterilerine karsi aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir. Diilger ve ark. (2009b),
antimikrobiyal aktivitedeki farkliliklarin tiirden tiire degisebilecegini, aktif maddeleri agiga
¢ikarmak i¢in kullanilan ekstraksiyon protokollerinden ve antimikrobiyal etki belirleme
metotlarindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Altuner (2008), ekstraksiyon igin
kullanilan ¢6ziicli, lokasyon parametresinin 6zellikle de karayosununun yasadigi fiziksel
cevrenin antimikrobiyal aktivitesi acisindan etkili oldugunu tespit etmistir. Segilen
orneklerin yasadiklar1 fiziksel ortamlarin dikkate alinmasimi ve yasadiklari ekolojik
cevrenin karakterizasyonuna da dikkat edilmesi gerektigini belirtmistir. Campyliadelphus
chrysophyllus ile yakin tiirleri olan Calliergonella cuspidata (Hedw.) ve Palustriella
commutata (Hedw.) Ochyra elde edilen sonuglar arasindaki farkliligin, antimikrobiyal
aktivitenin tiirden tiire degismesine, lokalite farkliligina ve ekstraksiyon protokollerinin
farkliligindan kaynaklaniyor olabilecegini sdylenebilir.

Ctenidium molluscum karayosunu ekstreleri genel olarak antibiyotiklere kiyasla daha
az antimikrobiyal etki gostermistir. Ancak etanol ekstraktlarinin Proteus mirabilis
bakterisine kars1 E15 ve O30 mukayese antibiyotiklerine nazaran daha fazla antogonistik
etki gostermistir. Metanol ekstrakti ise Micrococcus luteus ATCC 9341 bakterisine karsi
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A10 mukayese antibiyotigi ile benzer etki gostermistir. Etil asetat ekstrakti Escherichia
coli ATCC 10536 bakterisine karsi, metanol ekstraktir Staphylococcus aureus ATCC 6538-
P bakterisine kars1 O30 mukayese antibiyotigi ile benzer etki gdstermistir.

Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. ekstraktlariin antifungal etkileri genelleme
yaparsak mukayese antibiyotiklerine oranla diisiiktiir. Fakat etanol ekstratt Rhodotorula
rubra DSM 70403 fungusuna karst NY100 ve CLT10 mukayese antibiyotiklerinden daha
fazla etki gosterdigi goriilmiistiir. Candida albicans ATCC 10239 maya kiiltiirliniin etil
asetat ekstraktina, CLT10 mukayese antibiyotiginden daha duyarli oldugu goriilmiistiir.

Altuner (2008), tez ¢alismasinda 20 karayosununun 8 farkli ¢6ziicii ile elde edilen
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini incelemistir. Karayosunu 6rnekleri sivi azot ile
ezilerek ekstraksiyona hazirlanmis ve sivi azot kullanilarak ezilip toz haline getirilmis
ornekler tartilarak eppendorf tiiplerine alindiktan sonra, iizerlerine ekstraksiyon
coziiclilerinden konularak, 6rneklerden ekstraktlar elde edilmistir. Disk diflizyon metodu
ile ¢alismis ve devaminda MIC ve MBC degerlerini belirlemistir. Calismasinda kullandigt
Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. var. molluscum Hypnum molluscum Hedw. J
karayosununun disk diflizyon sonuglarina gore, etil alkol, metil alkol, etil asetat, kloroform
ekstraktlar1 Staphylococcus aureus ATCC 25923 karsi etki gostermemis, dietil ekstrakti
Staphylococcus aureus ATCC 25923 karst antimikrobiyal etki gosterirken, higbir
ekstraktin Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 11230, Candida albicans
ATCC 95071 etki gostermedigini saptanmustir. Calismamizda kullandigimiz Ctenidium
molluscum (Hedw.) Mitt karayosununun etil asetat, etanol, kloroform ve metanol
ekstraktlart Staphylococcus aureus ATCC 6538-P, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida
albicans ATCC 10239, Escherichia coli ATCC 10536 iizerine antimikrobiyal etki
gostermistir. Calisma sonuglart arasindaki farkliligin kullanilan ¢oziicli, ekstraksiyon
protokolleri ve lokaliteden kaynaklandigini diistiniilebilir.

Veljic ve ark. (2009), Sirbistan’da toplanan Fontinalis antypyretica, Hypnum
cupressiforme ve Ctenidium molluscum karayosunlarinin metanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir. Metanol ekstraktinin inhibiyon zonlari gore
Escherichia coli ATCC 25922; 6.67 mm, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; 5.00
mm, Bacillus subtilis 10707; 8.67 mm zon olusturmustur. Bizim c¢alismamizda ise
metanolik ekstraktlar disk difiizyon sonuglart Escherichia coli ATCC 10536; 8.3 mm,
Staphylococcus epidermidis NRLL B -4877; 11.0 mm, Bacillus subtilis ATCC 6633; 7.0
mm zon olusturmustur. Ayrica disklere 2 mg ekstrakt emdirirlerken, bu ¢alismada 50 pL
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emdirilmistir. Iki galisma bulgulari arasinda farklilik gdze garpmaktadir. Diilger ve ark.
(2009a), Ctenidium molluscum ile birlikte bes karayosunun etanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Bu ¢alismada kullanilan materyal miktar1 ve
ekstraksiyon  protokolii  farklilik  gdstermektedir. Bahsedilen c¢alismada  ortak
mikroorganizmalar kullanilmis olup, ekstratlarin inhibisyon zonlarina bakilacak olursa
sirastyla; Bacillus cereus 11.2 mm, Bacillus subtilis 12.4 mm, Micrococcus luteus 11.6
mm, Staphylococcus aureus 12.6 mm, Eschecrichia coli 10.8 mm, Enterobacter aerogenes
10.6 mm, Proteus vulgaris 9.8 mm, Proteus mirabilis 9.6 mm, Pseudomonas aeruginosa
10.4 mm, Candida albicans 10.8 mm, Rhodotorula rubra 12.4 mm ve Debaryomyces
hansenii 11.6 mm zon olusturmustur. Calismamizda ise etanol ekstraktlari sonuglar ile
bahsedilen ¢alismanin Sonuglar1 arasinda paralellik mevcuttur. Ancak Micrococcus luteus
ATCC 9341 bakterisine kars1 etanol ekstrakti hi¢cbir antimikrobiyal etki gostermemistir.
Ayrica Rhodotorula rubra 9.3 mm ve Enterobacter aerogenes 9.0 mm zon olusturmustur.
Diilger ve ark. (2009a) sonuglari ile ¢alismamizin sonuglari kiyaslandiginda bu iig
mikroorganizmaya karst Ctenidium molluscum ekstraktlarinin daha etkili oldugunu
goriilmektedir.

Diilger ve ark. (2009a) ile Veljic ve ark. (2009) Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt.
karayosununun antimikrobiyal aktivitesi lizerine yaptiklari ¢alismalarin sonuglart ile bu
calismanin sonuclart arasindaki farkliligin nedeni, ekstraksiyon protokollerinin, drneklerin
toplandig1 lokalitenin dolayisi ile farkli ekolojik ¢evrenin ve mevsimsel kosullarin farkli

olmasindan kaynaklandigini sdylenebilir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Calismamizda kullanilan karayosunlarinin igerdikleri bioaktif bilesikleri daha iyi
ortaya c¢ikarmak amaciyla farkli solventler kullanildi. Karayosunlariin antimikrobiyal
aktivitesi Gr (-) ve Gr (+) 19 bakteri ve 4 maya kiiltiiri kullanilarak genis spektrum
olusturacak bicimde ortaya ¢ikarildi.

Calismamizda kullanilan karayosunlarinin antimikrobiyal aktivitesinin oldukca genis
bir spektruma sahip oldugu goriilmektedir. Bu yeni antimikrobiyal ilaglara kaynak olmas1
acgisindan oldukca 6nemli bir sonugtur.

Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. Kkarayosunun antimikrobiyal aktivitesi onceki
caligmalarlada ele alindiginda antimikrobiyal etkinliginin oldukg¢a genis oldugu kanisina
varilabilmektedir.

Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda karayosunun antimikrobiyal aktivitesi
ile ilgili daha once yapilmig bir ¢aligmaya literatiir taramalarinda rastlanmamistir. Bu
nedenle Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda karayosunun antimikrobiyal
aktivitesi lizerine yapilan ¢alismamiz bir ilk niteligindedir. Antifungal ve antibakteriyel
etkiye sahip oldugunun gozlemledigimiz bu karayosunu ileri ki farmakolojik c¢aligmalar
icin de dnemli bir dogal kaynaktir.

Gliniimiiz diinyasinda antimikrobiyal ilaglara diren¢ gelisiminin artmasi, enfeksiyon
hastaliklariyla miicadelenin zorlagsmasi, sentetik ilaglarin yan etkilerinin oldukg¢a fazla
olmast sekonder metabolitler acisindan zengin bitkiler iizerindeki ¢aligmalarin 6nemini
artirmaktadir. Karayosunlarin elde edilecek yeni bilesikler hastaliklarin tedavisi i¢in umut
vericidir. Ulkemizde dogal olarak yetisen bu iki karayosunu tiiriiniin daha ileri kimyasal,
farmakolojik arastirmalar1 yapilarak, antimikrobiyal bilesenlerinin belirlenmesi, cesitli

enfeksiyonlarin ve mikrobiyal hastaliklarin tedavisi igin 6nemli bir adim olacaktir.
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Sekil 4.2. Campyliadelphus chrysophyllus (Brid.) Kanda karayosununun
Escherichia coli ATCC 11230 mikroorganizmasina karsi antimikrobiyal
AKEIVITEST. . .. et

Sekil 4.3. Campyliadelphus chrsophyllus (Brid.) Kanda karayosununun
Rhodotorula rubra DSM 70403 mikroorganizmasina karsi antimikrobiyal
AKEIVITEST. ...t
Sekil 4.4. Ctenidium molluscum (Hedw.) Mitt. ekstraktlarinin Enterobacter
aerogenes ATCC 13048 mikroorganizmasina karsi antimikrobiyal aktivitesi ......
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