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OZET

BAZI PLEUROKARPIK KARAYOSUNLARININ ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITELERININ INCELENMESI

COLAK, Emel

Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman : Yrd. Dog. Dr. Recep KARA
fkinci Danisman : Dog. Dr. Gok¢en YUVALI CELIK
Agustos 2010, 70 sayfa

Bu c¢alismada , Platyhypnidium riparioides (Hedw.) Dixon, Leucodon sciuroides
(Hedw.) Schwégr. , Hypnum cupressiforme Hedw., Homalothecium sericeum (Hedw.)
Br.Eur., ve Anomodon viticulosus (Hedw.) Hook &Taylor. tiirlerinin antimikrobiyal
etkisi arastirilmistir. Arastirmada dort farkli ¢oziicii (etil alkol, metil alkol, kloroform,
aseton) kullanilarak 6ziitler elde edilmis ve bu oziitlerin Staphylococcus aureus Koag
(+), Bacillus subtilis RSKK 244, B. cereus 863, Esherichia coli ATCC 35218,
Salmonella sp., Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 referans bakterileri ile Candida
albicans ATCC 16231, Saccharomyces cerevisiae ATCC referans mayalari iizerindeki
inhibisyon etkileri disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmis, elde edilen bu
sonuclar standart antibiyotiklerle mukayese edilmistir. Ayrica, antimikrobiyal etkisi
8mm’lik zon ¢apindan yiiksek olan ekstraklarin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) calisilmistir. Calismada sonug olarak en yiiksek inhibisyon zon 11mm’lik zon
cap1 ile Anomodon viticulosus karayosunu tiirlinlin aseton Oziitiinde S.cerevisiae ATCC
referans mayasina kars1 goriilirken, en diisiik inhibisyon zonu Platyhypnidium
riparioides 6rneginin etil alkol oOziitiinde 6,3mm’lik zon ¢ap1 ile S.cerevisiae ATCC
referans mayasina karsi tespit edilmistir. MIK calismasinda en yiiksek konsantrasyon

14% ile tespit edilirken en diisiik konsantrasyon 7% ile tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler : Karayosunu, Pleurokarp, Antimikrobiyal etki. MiK
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SUMMARY

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SOME PLEUROCARPIC
MOSSES
COLAK, Emel

Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Assistant Professor Dr. Recep KARA
Co-Advisor : Associate Professor Dr. Gok¢en YUVALI CELIK

August 2010, 70 pages

In this sutdy, Platyhypnidium riparioides (Hedw.) Dixon, Leucodon sciuroides (Hedw.)
Schwégr. , Hypnum cupressiforme Hedw., Homalothecium sericeum (Hedw.) Br.Eur.,
and Anomodon viticulosus (Hedw.) Hook &Taylor. mosses species were investigated.
Study, four different solvents (ethyl alcohol, methyl alcohol, chloroform, acetone) and
extracts were obtained and this extracts inhibition effect determination on
Staphylococcus aureus Koag (+), Bacillus subtilis RSKK 244, B. cereus 863,
Esherichia coli ATCC 35218, Salmonella sp., Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
reference bacterias and Candida albicans ATCC 16231, Saccharomyces cerevisiae
ATCC reference yeasts with disk diffusion method and obtained results were compared
with Standard antibiotics. In addition this study, inhibition concentration (MIC) was
studied with minumum 8mm diameter zones. Study as a result the highest inhibition zon
11 mm zone diameter with Anomodon viticulosus moss species acetone extracts against
on Saccharomyces cerevisiae ATCC reference yeast and the lowest inhibition zone
Platyhypnidium riparioides moss species ethyl alcohol extracts with 6,3mm zone
diameter against on Saccharomyces cerevisiae ATCC reference yeast have been
identified. MIC studies with the highest concentrations were detected in 14% and the

lowest concentrations were detected 7%.

Key words: Moss, Pleurocarpic,antimicrobial activity, MIC
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TESEKKUR

Calismamin her agamasinda maddi manevi desteklerini hep yanimda hissettigim,
bilgi ve tecriibeleriyle yolumu aydinlatan, saygideger danismanlarim Yrd. Dog. Dr.
Recep KARA ve Dog. Dr. Gokgen YUVALI CELIK e sonsuz tesekkiirler. Ayrica gerek
literatiir gerekse materyal arastirmalarimda destegini esirgemeyen degerli hocam Yrd.

Dog. Dr. Tiilay EZER e tesekkiirii bir borg bilirim.

Hayatim boyunca her zaman yanimda olduklarini kuskusuz bildigim, benimle
aglayip benimle giilen, bana yol gdsteren, egitim ve 6gretim hayatim boyunca maddi
manevi desteklerini yanimda hissettigim, adlarin1 hep minnetle anacagim ¢ok kiymetli
babam Temel COLAK ve annem Memduha COLAK’ a, en sikintili anlarimda bana
destek olan, hayatima nese katan biricik kardesim Damla COLAK’ a sonsuz

tesekkiirler.

Yalnizca laboratuar arkadasi olmayip, tez asamasinda ¢ok biiylik destegini
gordiigiim, canimin en sikkin oldugu anlarda varligini esirgemeyen, ¢alismalarimda
yardimlariyla her zaman yanimda olan canim arkadasim Biisra ELIBOL’a tesekkiirii bir

borg bilirim.

Her animda yanimda olan, destegini, fedakarligin1 esirgemeyen, iziintiimi
sevincimi benimle paylasan, en umutsuz anlarimda bana umut olan sevgili nisanlim

Zafer AYDINLIK a ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica destegiyle yanimda olan yiiksek lisans 0grencisi arkadaglarim Mustafa
CAYVAZ ve Hidir AKINCI’ya, mesafelere ragmen varliklarimi hissettigim Ozlem
VATAN ve Hatice BEKCI’ye tesekkiirii bir borg bilirim.
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BOLUM I

GIRIS

Giliniimiizde bilim ve teknolojideki biiylik ilerlemelere ragmen dogal kaynaklarin
bilingsizce tliketimi ve karsilasilan ekonomik giigliikler, dogal kaynaklarin ¢ok amaclh
kullanimlarint zorunlu kilmistir. Diger taraftan enfeksiydz hastaliklarla miicadelede
bugiine kadar gelistirilen dogal ve sentetik antibiyotiklerin mikroorganizmalarin direng
kazanmalar1 sonucu etkisiz kalmalar1 ve ¢esitli yan etkilerinin bulunmasi bilim
insanlarini yeni ve degisik antimikrobiyal maddeler kesfetmek i¢in dogaya yoneltmistir.
Buna bagli olarak da giiniimiizde ¢esitli hastaliklarin tedavisinde bitkilerden elde edilen

dogal kaynakli droglarin kullanimi da ciddi 6lgiide artmugtir [1] .

Bitkilerin bakteri ve funguslara karsi inhibisyon etki gosteren bazi kimyasal maddeler
tirettikleri bilinmektedir. Bilinen en eski kara bitkileri biryofitlerden olusmaktadir [2].
Biryofitlerin tedavi amagh Cin, Avrupa ve Kuzey Amerika’da kullanimi bilinmektedir
[3]. Ayrica Atrichum, Dicranum, Mnium, Polytrichum ve Sphagnum gibi baz
karayosunu cinslerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir [4].
Ayni zamanda bazi biryofit ekstraktlarinin da antibakteriyel, antifungal ve antiviral
aktiviteye sahip olduklar1 rapor edilmistir [5]. Diilger ve ark. (2009) bazi karayosunu
Oziitleriyle yaptiklar1 ¢alismada antibakteriyal etkinin antifungal etkiden daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir [6].

Bu gelismelere paralel olarak halk arasinda tedavi edici 6zellikleri yiiz yilardir bilinen
ve mikrop Oldiiriicli olarak kullanilan biryofitlerin antimikrobiyal etkisini aragtirmayi

tezimizin konusu olarak segtik.

Calismada bes farkli pleurokarpik karayosunu tiirliniin patojenik oldugu bilinen referans

mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki arastirilmistir.



1.1 Karayosunlarinin Genel Ozellikleri

Biryobiyotina alt alemi igerisinde yaklasik 12.000 tiir ile temsil edilen Bryophyta
(=Gergek Karayosunlari) boliimii diinyadaki biitiin iklim ve cografyalar1 kapsayan genis

bir yayilis gdstermektedir [7].

Genellikle karasal olarak kabul edilmelerine ragmen, tamami suya gomiilii tiirleri de
mevcuttur [8]. Karayosunlarinin biiyiik bir kismi rutubetli yerlerde yasamayi tercih
ederler. Birgogu uzun zaman kurakliktan etkilenmeden yasayabilir [9]. Karayosunlari
genelde kendi i¢sel su kontrol mekanizmalarina sahip degillerdir ve buna bagli olarak su
diizeylerini genelde ortam kosullar1 belirler yani poikilohidrik organizmalardir. Bunun
yani sira ¢ok az bir kisminda endohidrik o6zellik goriiliir. Gergek kok, yaprak ve
govdeye sahip olmadiklari i¢in suyu tiim biinyeleri ile alip verirler. Suyun sinirli oldugu
durumlarda uyku durumu olarak adlandirilabilecek bir pozisyona girerler ve suyun
tekrar yeterli miktara ulasinca birkag saat i¢inde normal yagamsal faaliyetlerine donerler
[10]. Bunun yani sira kuru agirliklarini ortalama 12 kati kadar suyu biinyelerinde
barindirirlar. Boylece bulunduklar1 zeminin nemli kalmasini saglayarak diger bitkilerde
cimlenmeyi kolaylastirarak orman ekosistemlerine katkida bulunurlar [11].
Bulundurduklar1 minerallerin sayesinde bdcekler i¢in barinak ve yumurtlama i¢in ortam

olustururlar [11].

Karayosunlar1 orman gibi ekosistemlerin temel iiyelerindendir zira sicak ve soguk gibi

asirt sartlara oldukca dayaniklidirlar [11].

Barindiklar1 ortamin en ufak degisikliklerine dahi duyarlilik gosterdikleri i¢in indikator
olarak kullanilmaktadirlar ve bu nedenle ‘kilit organizma’ olarak nitelendirilmektedirler
[10]. Ayrica orman yanginlarindan sonra ekosistemde Oncii tiirler olarak ortaya ¢ikan
karayosunlar1 yanginin etkilerini tedavi edici bitki grubu olarak nitelendirilebilmektedir.
Bunlara 6rnek olarak Funaria hygrometrica Hedw. ve Ceratodon purpureus (Hedw.)
Brid tiirleri verilebilir [11].



1.2 Pleurokarp Karayosunlar

Karayosunlari, morfolojik olarak ikiye ayrilirlar. Pleurokarpik ve akrokarpik olarak
adlandirilan bu iki terim ilk olarak Bridel (1826) tarafindan kullanilmis, Schimper
(1860) tarafindan sistematik agidan degerlendirilmis ve ana sistematik karakterlerini
gostermek amaciyla kullanilmistir [12]. Akrokarp karayosunlari substratuma dik olarak
biiyiirler, ¢cogunlukla dallanma goriilmez ya da c¢ok az goriiliir. Ayrica sporofitleri

gametofitlerinin terminalindedir [13].

Ikinci gruptaki karayosunlar1 pleurokarplar olarak adlandirilirlar. Bunlarin gametofitleri
akrokarplarin aksine, substrata paralel biiyliyerek yiginlar olustururlar. Sporofitleri
gametofitlerine dik olarak ¢ikan pleurokarp karayosunlari, substrata (tutunulan nesne)
paralel bir hali ortiisii olusturur ve kurutucu etkenlerden uzak alanlarda yayilirlar

[10,13].

Genellikle nemli habitatlarda yayilis gostermeleriyle akrokarplardan ayrilan pleurokarp
karayosunlar1 diinyada var olan karayosunlar tiirlerinin yaklasik olarak % 42’sini
olusturmaktadir. Molekiiler verilerin filogenetik analizlerine gore pleurokarplar jeolojik

olarak yakin zaman periodlarinda ¢esitlenmislerdir [14].

Pleurokarp karayosunlarinda, kapsiillerin dallarin yaninda biiylidiigii goriilebilir. Bu
karayosunlar1 kimliklerini 6n plana tasiyan govde ve dallara sahiplerdir. Genelde

siiriinen dallara rastlanilmaktadir [15].

Sistematik acidan pleurokarplar; leptoid ve hidorid bulundurmamalari, yaprak
laminasinin tek tabakali, hiicrelerinin uzamis (vermicular, fusiform), papilla var ise basit

ve alar bolgesinin belirgin olmasi ile akrokarplardan kolaylikla ayrilirlar.
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Cwluit( ';pamlwn

branch leaf

Fotograf 1.1 Pleurokarp yapisindaki Hypnum cupressiforme [15]

1.3 Karayosunlarinin Kullanim Alanlar:

Karayosunlari, bircok farkli 6zellige sahiptir, bu 6zelliklere dayanarak farkli alanlarda

uzun zamandan beri kullanilabilmektedirler [11].

Erozyon kontrol amagli, topragi azotga zenginlestirme, kirleticileri temizleme amagli,
bahgecilik ve tarimda, hayvancilikta, yakit olarak, kozmetik sektdriinde kullanimlar
mevcuttur [16]. Calismamiza yol gosteren ve ilgili olan kullanim alanlari, indikator,

biyomonitor olarak ve tibbi amagl kullanilmasidir.

1.3.1 Karayosunlarinin indikator ve biyomonitor olarak kullaniimasi

Karayosunlar1 ¢evresel kosullarin belirlenmesin kullanilan ¢ok verimli bir indikatordiir.
Bu ozelliligi ilk olarak 1929 ve 1932 yillarinda A.H Brinkman ve P.W. Richards
tarafindan tespit edilmistir [16].

Topragin mineral durumunun belirlenmesi bilhassa metal parametrelerinin tespit
edilmesinde de karayosunlar1 kullanilmaktadir. Mielichhoferi elongata (Hoppe &
Hornsch. ex Hook.) Hornsch, Mielichhoferia mielichhoferi Wijk & Margad., nom. inval.

gibi bakirin oldugu topraklarda daha iyi gelisen tiirler bu amagla kullanilmistir [16].

Genoni ve arkadaslari, Italya’da yaptiklar1 calismada petrol yakitli termik santralinin

etrafindaki metal konsantrasyonunu incelemek amaciyla Hypnum cupressiforme Hedw.,



tiirlinii temel almiglardir. Sonug olarak metal konsantrasyonunun santral bacasi etrafinda
yiiksek c¢ikarken bacadan uzaklastikca konsantrasyonun azaldigi goriilmektedir.
Fernandez ve arkadaslart Hypnum cupressiforme’nin absorbe ettigi agir metalin
Scleropodium purum (Hedw.) Limpr. tiiriiniin absorbe ettigi metalden daha yiiksek
konsantrasyona sahip oldugunu tayin etmislerdir. Bargagli ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada biyomonitor olarak nitelendirilen Hypnum cupressiforme (karayosunu) ve
Parmelia caperata’da (epifitik liken) tiirlerinin element konsantrasyonlar
karsilastirilmistir. Ayni alanda yapilan bu calismada Al, As, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Ni, S ve
Ti degerlerinin Hypnum cupressiforme tiiriinde daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Italya da yapilan bu ¢alismada bunu dogrular nitelikte atmosfer kirliligini biinyesinde

daha fazla miktarda belirlenmistir [17].

Bunlarin yani sira topragin temel bileseni olan Ca, Mg, K ve Na, azot, demir oranlarinin
belirlenmesinde de karayosunlar1 kullanilmaktadir. Ayrica atmosfer ve suyun
kirliliginin ve kalitesinin saptanmasinda da indikatér olarak karayosunlar

kullanilmaktadir [16].

1.3.2 Tibbi amach kullanimlan

Bitkilerden elde edilen ikinci metabolitler uzun zamandan beri ila¢ olarak
kullanilmaktadir ve bu dogal iiriinlere talep giin gegtik¢e artmaktadir. Insanlar, yiiksek
bitkilerden elde edilen maddeleri genis alanlarda degerlendirmelerine ragmen
karayosunundan elde maddeler yiiksek bitkiler kadar ilgi gormemistir [18]. Buna karsin
biryofitler medikal bitki olarak Cin, Avrupa, Kuzey Amerika’da kullanildiklar
kayitlarda mevcuttur [19].

Cin’de 400 yildan daha fazla siiredir baz1 Fissidens ve Polytrichum tiirleri diiiretik, sag
biliylimesine uyarict olarak kullanilmaktadir [19]. Ayrica Cin’de geleneksel olarak
yaklagik 40 ¢esit Biryofit kardiovaskiiler sistem, bademcik iltihabi, bronsit, orta kulak
iltihab1 idrar yolu enfeksiyonlari, deri hastaliklar1 ve yaniklar i¢in ilag olarak
kullanilmaktadir [6]. Kuzey Amerika Kizilderilileri Bryum, Mnium, Philonotis spp. ve
Polytrichum juniperinum tiirlerini yaniklarin, eziklerin, yaralarin tedavilerinde,

Fransa’da ise Marchantia polymorpha tiirleri idrar soktiiriicii olarak kullanilmaktadir



[19]. Himalaya bolgelerinde yosunlarin kiilleri yag ve balla karistirilarak merhem olarak

yaniklara ve yaralara siiriilmektedir [6].

Plagiochila fasciculata P388 hiicrelerine (16semi) Herpes simpleks tip 1 (uguk) ve polio
tip 1 (¢ocuk felci) hastaliklarina karsi inhibitor etki gostermektedir [3]. Polytrichum
juniperinum Hedw. tiirliniin alkol ya da asit ekstralarinin sarkom 37 nin CAF faresinin
kasina enjekte edilmesinden kaynaklanan karsinoma hastaligina karsi antitlimoral

aktivite gosterdigi kaydedilmistir [20].

Ayrica, birgok gelismis iilkelerde yaklasik %80 oraninda terapétik, iyilestirme 6zelligi
olan bitkilerden saglanmistir. Bulasic hastaliklarin biiylik cogunlugunun mikrobiyolojik
kaynakli oldugu ve bakteri direncinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte dogal antimikrobiyal

terapdtiklerin evrensel talebinde bir artis gozlenmistir [3].

Biryofitlerin bilinen antifungal bilesikleri terpenlere, bibenzillere, bisbibenzillere, yag
asiti tiirevlerine ve assetofenonlara bagliyken [21], basit toprak bitkisi olan
karayosunlarin ekstratlarinda bulunan isoflavonoid, flavanoid ve bioflavanoid
mikroorganzimalara kars1 kimyasal bariyer olarak kaydedilmistir. Ayrica bazi

biryofitlerde terpenoid, fenolik ve ugucu bilesenlerde incelenmistir [22].

Richardson (1981) belirttigi gibi bir¢ok karayosunu tiiriinlin ¢iiriimesinde bakterilerin
onemli bir rol oynamadigi bilinmektedir. Bunun nedeni, karayosunlarinin iiretmis

oldugu antibiyotiktir [11].

Yapilan g¢alismalarda, Sphagnum gibi bazi karayosunu tiirlerinin antibiyotik etkisi
patojenlere kars1 yiiksek ¢ikarken, Funaria hygrometrica Hedw. gibi bazi tiirlerin
patojen mikroorganizmalara karsi herhangi bir etki gostermedigi tespit edilmistir.
Calismalarda saptanan bu farkhiliklarin tiirlerin yasadigi habitatla 1ilgili oldugu
diisiniilmektedir. Funaria hygrometrica tiirii, orman yanginlar1 sonrasinda istilaci tiir
olarak yayildig1 i¢in rekabet edecek canli tiirii az oldugu icin antimikrobiyal nitelikte
madde tretmedigi disiiniilmektedir [11]. Ayni1 zamanda Altuner (2008) yaptigi
calismada ekstraksiyon sirasinda kullanilan ¢6ziicii ve karayosunu tiirlerinin toplandigi

lokasyonun karayosunlarinin antimikrobiyal aktivitesini etkiledigini tespit etmistir [11].



Conocephalum conicum, Mnium undulatum, ve Leptodictyum riparium Hedw. tiirlerinin
Oziitlerinin patojenik bakteri tiirlerine kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir.
Ayrica, Atrichum, Dicranum, Mnium, Polytrichum ve Sphagnum cinslerinin aktif
antibiyotik maddeleri polifenolik bilesik olarak tespit edilmis, = Marchantin A,
siklopentanol, yag asitleri ve bunlarin 6n maddelerinin antimikrobiyal aktivitesi oldugu

tespit edilmistir [20].

1.4 Karayosunlarinda Antimikrobiyal Aktiviteye Neden Olan Metabolitler
Sekonder metabolitler bitkinin temel faaliyetlerini dogrudan etkilemeyen fakat temel
olan bu faaliyetlerle dogrudan iliskili olan primer metabolitler kadar yasamsal 6neme

sahip bilesiklerdir [23]. Bu maddelerin bitkideki 6nemli gorevleri sunlardir;

1-Kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlar vs. gibi degisik ¢evre faktorlerinin olusturdugu stres

ortamina kars1 koyma.

2-Herbivorlara (bocek, siirlingen vb.) kars1 savunma.

3-Mikroorganizmalara (bakteri, mantar vb.) kars1 savunma.

4-Baz1 metabolik ve daha gelismis ekolojik islevler [24].

Sekonder metabolitler, primer metabolitlerden biyosentetik yolla iiretilmis olup bitkiler

alemindeki dagilist 6zel olan bir taksonomik grup (tiir, cins, familya) ile

sintrlandirilmustir [25]



Cizelge 1.1 Karayosunlarinin sekonder metabolitleri [26].

Bilesik Simiflari Karayosunlari
Terpenoidler +
Aromatik bilesikler ++
Nitrogen iceren bilesikler )
Siilfiir iceren bilesikler _
Klor igeren bilesikler _

Not: ++>100 bilesik; + 10—100 bilesik; (+) <10 bilesik

Cizelge 1.2 Karayosunlarinda bulunan terpenoidler ve sayisal dagilimlari [26]

Terpenoid Siiflari Karayosunlari
Monoterpenler 3
Sesquiterpenler 9

Diterpenler 4
Triterpenler 25
Steroidler 10
Tetraterpenler 28
Politerpenler +

Cizelge 1.3 Karayosunlarinda bulunan aromatik bilesikler [26].

Bilesik Siniflar Karayosunlan
Benzoik ve sinnamik asit tiirevleri +
Fenoleter, alkilfenol, fenilglikozit _
Bibenzil, bisbibenzil, bisbibenzil )
dimerleri, stiben ve iliskili bilesikler
Fenantrenler _
Naftalinler _
Asetofenonlar _
Lignanlar _
Flavonoidler ++
Kumarinler, izokumarinler, kumestan +
Benzonaftoksantenon )

Not: ++>100 bilesik; + 10-100 bilesik; (+) <10 bilesik



BOLUM II

MATERYAL METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Cahismada kullamilan mikroorganizmalar ve ozellikleri

2.1.1.1 Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyansa ait olan E.coli, Escherichia cinsinin en 6énemli tiirtidiir.
Gram negatif olan bu tiir, bazen hareketli, fakiiltatif anaerop olup 1-2 mm ¢apinda S tipi
koloniler yapan bakterilerdir [27]. Bakteri ¢ubuk seklinde olup, boyutlart 1-2 um
uzunlugunda ve 0,1-0,5 um ¢apindadir [28]. Endosporsuz olan E.coli karbon kaynagi
olarak glikozu kullanirlar. Katalaz testine pozitif, oksidaz testine negatif sonug verirler

[27].

Bagirsak florasi iginde yer alan bu bakteri canlinin savunma giicliniin azaldigi
durumlarda doku ve kana yayilarak enfeksiyon yapma Ozelligindedirler [27]. Ayni
zamanda bulundugu organizmanin bagka bir organina gecmesiyle de hastalik etmeni
olabilir. Yaptig1 baslica hastaliklari, ishalli hastaliklar basta olmak iizere idrar yolu

enfekisyonu, menenjit, peritonit, mastit ve septisemidir [28].

Deneylerde E.coli ATCC 35218 referans bakterisi kullanilmustir.

2.1.1.2 Bacillus cereus

Bacillaceae familyasina Bacillus cinsine ait olan Bacillus cereus Gram pozitif, aerobik
ve spor olusturan bir bakteridir. Hiicre sekli biiyiik ¢ubuktur [30,31]. 1 — 1,2 pm ile 3,0
— 5,0 um arasinda hiicre boyutuna sahip olan bu bakterinin optimum gelisme sicakligi

genellikle 30 C° 'dir [30].

Toprak kokenli olmasi tarla ve bahge iirlinlerinden konak¢i organizmalar gegcmesinde

onemli rol oynar. Ayrica sporlar1 sayesinde et ve siit liriinlerinde de bakterinin mevcut



olmasma neden olmaktadir. B.cereus c¢ok sayida bulundugu takdirde gida

zehirlenmesine yol agar [31].

Iki farkli tipte hastalifa neden olan B.cereus zehirleme araci olarak pismis piring,
makarna, et, kiimes hayvanlari, sebze yemeklerini kullanabilir. Birinci tip hastalik akut
baslayan kusma tipi sendromken ikinci tip hastalik uzun siirede gelisen diyare tipi

sendrom olarak bilinmektedir [30]

Deneylerde B. cereus 863 referans bakterisi kullanilmistir.

2.1.1.3 Staphylococcus aureus

S.aureus morfolojik olarak incelendiginde kisa zincirli ve liziim gibi salkim halindedir.
Kok seklinde ve Gram pozitif olan S.aureus mikroorganizmasinin bazi suslari
insanlarda hastaliga neden olan yiiksek 1stya direng gosteren protein toksinleri {iretme

egilimindedirler [32].

Bu mikroorganizmalar deri ve mukozal yiizeylerin florasinda normal olarak
bulunmaktadirlar. Erigkinlerin yaklagik %15 ‘i devamli olarak tastyicidir [33]. Bu
bakteri kuru yiizeylerde barnarak gegirgenligi arttirarak yaralarda enfeksiyona yol
acabilir. Herhangi bir S. aureus enfeksiyonu stafiokokal haslanmis cilt sendromuna yol
acabilir. Bu durum ise derinin kana karisan ekzotoksine verdigi reaksiyon ile olusur.

Ayrica piyemi diye adlandirilan bir ¢esit septisemiye de yol agabilir [34].

Deneylerde S. aureus Koag (+) referans bakterisi kullanilmistir.

2.1.1.4 Salmonella

Salmonella fakiiltatif anaerob olup Enterobacteriaceae familyasinin iyesidir. Gram
negatif ve ¢ubuk seklinde olan Salmonella genelde hareketlidir. Salmonella cinsi hem
hayvanlarda hem de insanlarda patojen olan bir¢ok tiire sahiptir. Salomella’larin yol
actig1 neden oldugu gastroenterit bazen Oliimle sonuglanabilir. Mikrobiyal gida
zehirlenmeleri igersinde Salmonellosis diinyada en sik rastlanilan zehirlenme ¢esididir

[35]. Aym1 zamanda Salmonella tifo, paratifo hastaliklarina da yol agmaktadir [36].
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Deneylerde Salmonella sp. referans bakterisi kullanilmustir.

2.1.1.5 Bacillus subtilis

Dogada sporlarina ¢ok sik rastlanmaktadir. Bu bakteri toprak, toz, gilibre, bitki ve
hayvanlarda bulunabilir. 1,5-3 pum boyunda ve yaklasik 0,5-0,8 pm eninde olan bu
bakteriler Gram pozitiftir ve aeropturlar. Ara ara zincir yapan c¢omak seklinde
hiicrelerdir. Aslinda saprofit olan bu bakteri, direk doku ve bilhassa goz icine girmesi
neticesinde panoftalmi, iridosiklit ve gbz yangilari meydan getirebilmektedir. [37]
Ekmegin yapisint bozma ve siitte kazeini pargalayarak zehirlenmeye yol

acabilmektedirler [38].

Deneylerde B.subtilis RSKK 244 referans test bakterisi kullanilmustir.

2.1.1.6 Pseudomonas aeruginosa

Genelde toprak ve sudan izole edilebilen bakterilerdir. Gram negatif, aerobik hareket
edebilen ¢ubuk seklinde bakterilerdir. Genellikle tek hiicre olmalarina ragmen ara sira
birka¢ hiicrenin birleserek kisa zincirler olusturdugu gériilmektedir. Insanlarda
patojendirler [39]. 1,5-3 um uzunlugunda 0,5 pum enindedirler. Sporsuz, kapsiilsiiz,

comakgeiklardir [37].

P.aeruginosa bilhassa bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda solunum ve idrar
yollarinda enfeksiyona neden olurken, yaniklar ve acik yaralar i¢in firsatgr patojen
olarak nitelendirilmektedir. Bunun yani sira kanda da enfeksiyon yapabilmektedir [39].
Ayni zamanda hastane patojenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Antibiyotik
cesitliligine direng gostererek oOliimlere ve hastaliklara neden olmaktadir. Hastane

enfeksiyonlarinin yaklasik %10-25 oraninda P.aeruginosa sebep gosterilmektedir [40].

Deneylerde P.aeruginosa ATCC 27853 referans bakterisi kullanilmustir.
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2.1.1.7 Candida albicans

Candida albicans ¢cogalmasi eseyli olan, diploit, maya tipi olarak nitelendirilen firsatci
bir mantar tiirtidiir. 200 tiir icersinden %75 oraninda enfeksiyonlara yol acan tiir C.
albicans’tir. Ozellikle vajinal ve oral enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bagisiklik sistemi
hasara ugramis hastalarda 6liime neden olan baslica nedenler arasinda yer almaktadir

[41].

Sindirim sistemindeki varligi ile diger patojenlerin varligin1 baskilayan C.albicans
bagisiklik sisteminin hasar géormesinden ya da iireme sartlarinin fazlasiyla saglanmasi

durumunda firsatci olarak varligini gosterir [41].

Deneylerde C. albicans ATCC 16231 referans mayasi kullanilmigtir.

2.1.1.8 Saccharomyces cerevisiae

Bu maya tiiri tomurcuklanarak tiremektedir. Giinliik hayatta kullanilan ¢ok énemli bir
maya tlirli olmakla beraber E. coli gibi model organizma sayilabilir. Saccharomyces
cerevisiae, kalin bagirsak iltihabina (kolit) neden olan Clostridium difficile bakterisinin
biyolojik kontrolunda bir probiyotik katki olarak kullanilir. Cok hasta insanlarda bu

uygulamanin sistemik maya iltihabina yol agabilecegi gdzlemlenmistir [42].

Deneylerde S. cerevisiae ATCC referans mayasi kullanilmustir.

Deneylerde kullanilan referans mikroorganizmalar Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Boliimiinden temin edilmistir.

2.1.2 Cahismada kullanilan karayosunlari

Caligmada antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi karayosunlarin pleurokarp
karayosunlar1 olup, Platyhypnidium riparioides (Hedw.) Dixon, Leucodon sciuroides
(Hedw.) Schwigr. , Hypnum cupressiforme, Homalothecium sericeum (Hedw.) Schimp,
Anomodon viticulosus (Hedw.) Hook &Taylor. tiirleridir [43] . Otor isimleri tiir

isimlerinin ilk gectigi yerlerde verilmistir.
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2.1.3 Calismada kullanilan ¢oziiciiler

Calismada oziitleri elde etmek icin kloroform ( Riedel-de Haén /24216), etil alkol
(Riedel-de Haén /32221), metil alkol (Riedel-de Haén /24229) ve aseton (AK Kimya
A.S, Tekkim A.S) kullanilmistir. Ayrica bu ¢oziiclilerden elde edilen tortuyu ¢ézmek
icin DMSO kullanilmistir.

2.1.4 Mikroorganizmalar i¢in kullanilan kat1 ve siv1 besiyerleri

Referans bakterilerinin saklanmasinda Nutrient Agar (LAB M) yatik besiyeri, referans
mayalarin saklanmasinda ise Sabouraud Dextrose Agar (LAB M) yatik besiyeri
kullanilmigtir. Saklama kosulu, sogutucuda 4 C° sicakliktadir. Referans bakterilerin
aktiflestirilmesinde Mueller Hinton Broth (MHB) (LAB M) , referans mantarlarin
aktiflestirilmesinde ise Sabouraud Dextrose Broth (SDB) (LAB M) sivi besiyerleri
kullanilmistir. Ayrica deneyler sirasinda bakterilerin tiretilmesinde Mueller Hinton agar
(MHA) (LAB M), Mayalarin iiretilmesinde ise Sabouraud Dextrose agar (SDA) kati

besiyerleri kullanilmastir.

2.1.5 Oziitlerin emdirilmesi icin kullanilan diskler

Hazirlanan o6ziitlerin emdirilmesi i¢in Whatman No:1 marka, steril edilmis bos diskler

kullanilmigtir. Diskler 6mm ¢apindadir.

2.2 Metod

2.2.1 Karayosunu orneklerinin hazirlanmasi

Aliman karayosunu Ornekleri toprak, ¢op ve aradaki bagka tiirlerden arindirildi
Temizlenen ornekler ilk basta %0,8’lik Tween 80 ile bir siire muamele edildi (2-5
dakika arasi). Daha sonar bol musluk suyuyla yikandi. Yikanan 6rnekler, distile su ile
iyice yikanarak siiziildii. Siiziilen karayosunu ornekleri kurutma kagidinin {izerine

serilerek iyice kurutuldu [19].
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2.2.2 Oziitlerin elde edilmesi

Kuruyan karayosunu Ornekleri oOgiitiici yardimiyla iyice pargalandi [15]. Gerek
goriildiigii takdirde havanda iyice doviilerek miimkiin oldugu kadar toz haline getirildi.
Parcalanan 6rneklerde her bir ¢oziicii i¢in 23 gr tartilarak tizerlerine 200 ml ¢oziiciileri
eklendi. 30 dakikada bir vortekslenerek homojenize olmasi saglanan 6rnekler 2 saat oda
sicakliginda bekletildi [18]. Bekletilen 6rnekler 4000 rpm de 5 dakika kadar santrifiij
edilerek silipernatanti alindi. Alan siipernatantlar 45 °C de bekletilerek ¢oziiciiler

ucuruldu [19].

Coziiciiler ugtuktan sonra elde kalan tortuya DMSO eklendi [17]. DMSO tortu orani her
bir 0,1 gr tortu icin 10 ml DMSO seklinde ayarlandi.(10mg/ml). Hazirlanan
ekstraktlarin sterilizasyonu 0,45 pm’lik tek kullanimlik mikrofiltre ile greceklestirildi.

2.2.3 Mac Farland yontemi ile bakterilerin standardize edilmesi

Sivi besiyerinde lireyen mikroorganizmalarin, standardize edilmesi igin Mac Farland
yontemi kullanilmistir. Bu yontem her bir mikroorganizmanin ayni yogunlukta iiremesi

icindir. Bu sayede deney daha giivenilir olmustur [11].

Bu yontem i¢in 1 no’lu Mac Farland kullanilmistir. A (% 1,175 BaCl, 2H,0) ve B (0,36
N H,SOs’den % 1 (v/v) ¢ozeltisi) cozeltileri 1’den 10’a kadar belli oranlarla
karistirilmis ve 10 adet Mac Farland ¢ozeltisi hazirlanmistir. A ¢ozeltisi sirayla, 0,1-0,2-
0,3-0,4-0,5-0,6-0,7-0,8-0,9 ve 1,0 oranlarindayken B ¢ozeltisi 9,9-9,8-9,7-9,6-9,5-9,4-
9,3-9,2-9,1 ve 9,0 seklindedir. Sivi besiyerindeki aktif kiiltiirler steril pipetlerle,
iclerinde 3 ml fizyolojik su bulunan tiiplere damlatilarak 1 numarali Mac Farland

tiiptindeki bulaniklikla esit bulaniklik yakalandi [49].

2.2.4 Disk difiizyon yontemi

Disk diflizyon yontemi uygulanmadan 24 saat dnce stoklarda bulunan test bakterileri
MHB besiyerinde, test mayalar1 ise SDB siv1 besiyerine aktarilarak aktiflestirildi. Bu

besiyerleri daha dnce 121 C° de 15 dakika steril edildi. Yine 121 C° de 15 dakika steril
edilen kat1 besiyerleri (referans bakterileri icin MHA, test mayalari i¢in ise SDA) her bir
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petriye 20 ml olmak {izere steril sartlarda dokiildii. Aktiflestirilen mikroorganizmalar,
her biri 100 pl olmak {izere petrilere aktarildi. Aktarilan kiiltiirler tiim petri yiizeyine,
drigalski 6ze yardimiyla yayildi (ylizeye yayma yontemi). Homojen olarak yayilan
kiiltiire 2 paralel olmak {izere diskler yerlestirildi. Yerlestirilen diskler iizerine 20 pl
ekstrakt emdirildi. Her bir petriye iki 6ziit emdirilmistir. Oziitler paralel olarak test
edilmistir. Kiiltiirler 24 saat 37,5 °C de inkiibasyona birakilmistir. Oziitlerin kiiltiire olan

etkisi kumpas yardimiyla 6l¢iilmiistir.

2.2.5 Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) incelenmsi

Calismanin Minimum Inhibitér Konsantrasyonlar: (MiK) National Committee for
Clinical Laboratory Standartlar1 tarafindan oOnerilen prosediirlerden agar diliisyon
metodu ile uygulanmistir. Mikroorganizmalarin gelisimini inhibe eden antimikrobiyal

ajanlarm en diisiik konsantrasyonu MIK degeridir [ 45].

MIK ¢alismast igin, inhibisyon zon ¢ap1 8 mm zon ¢apindan yiiksek zonlar segilmistir.
Test difiizyon yonteminde oldugu gibi mikroorganizmalar sivi besiyerlerinde
aktiflestirilmistir. Daha sonra her bir mikroorganizma i¢in 9 adet 20 ml besiyeri ayri
ayr1 hazirlanmistir. Bu besiyerine ek olarak %0,5 (v/v) olacak sekilde Tween 80 (Difco)
eklenmistir. Hazirlanan besiyeri 121 C° de 15 dakika steril edilmistir. Steril edilen
besiyerlerinden sirayla % 0.05, % 0.1, %0.2, %0.4, % 0.8, % 1.75, % 3.5, % 7, %14
almmis ve aynmi oranlarda Oziitler besiyerlerine eklenmistir. Homojen bir sekilde
karistirdiktan sonra besiyerleri petrilere dokiilmiistiir. Oda sicakliginda bekletilerek
donan besiyerlerine 10 pl aktif kiiltiir paralel olarak eklenmistir [45]. 24 saat

inkiibasyondan sonra MiK degeri tespit edilmistir.

2.2.6 Referans antibiyotiklerin mikroorganizmalar iizerindeki inhibisyon etkileri

Test mikroorganizmalar1 uygun sivi besiyerlerinde, uygun sicaklikta aktiflestirilmistir.
Mikroorganizmalara gore steril edilmis kat1 besiyerleri ( referans bakterileri icin MHA,
test mayalari igin ise SDA ) her biri 20 ml olarak petrilere dokiilmiis oda sicakliginda
donmalar1 beklenmistir. Aktif olan kiltirler 100 pl almip donan besiyerine
damlatilmistir, daha sonra drigalski 6ze ile tiim yiizeye homojenize olana kadar

yayilmustir. Bu kiiltiirlerin {izereine referans antiniyotik diskler yerlestirilmis. 37.5 C° de
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24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra inhibisyon zon ¢aplar1 kumpas yardimiyla

Olciilmiistiir.

16



BOLUM III

BULGULAR
3.1 Ornek Karayosunlarimin Antimikrobiyal Aktiviteleri
3.1.1 Platyhypnidium riparioides
P. riparioides tiirtinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi metil alkol 6ziitii 8,5 mm’lik zon
capiyla P. aeruginosa ATCC 27853 test bakterisine kars1 verirken, en diistik etkiyi 6,3
mm’lik zon gapiyla etil alkol oziitii S. cerevisiae ATCC referans mayasina karsi

vermistir. C. albicans ATCC 16231 Referans mayasinda higbir etki gézlemlenmemistir.

Cizelge 3.1 Platyhypnidium riparioides 6rneginden elde edilen oziitlerin test
mikroorganzimalarina olan etkisi

Inhibisyon zon caplar1 (mm)
oziici Kloroform Etil Alkol Metil Alkol Aseton
M.
C. albicans
ATCC 16231 - - - -
S.cerevisiae 6,55 6,3 7,2 _
ATCC
B.subtilis 6,4 7,0 6,65 6.4
RSKK 244
B.cereus _ 6.4 6.4 6,95
863
P.aeruginosa 6,75 _ 8,5 7,3
ATCC 27853
E.coli 6,95 B 7,35 7,5
ATCC 35218
S. aureus _ _ 7,05 _
Koag (+)
6,95 6,6 7,95 7,5
Salmonella sp.

_:Inhibisyon zon ¢apr tespit edilmemistir.
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Platyhypnidium riparioides Kloroform oziitii

£,95 6,95
&, .

m C albicans
B S cerevisiae

= B subtilis
Zon gaplan

(mm) | B cerens

u P.aeruginosa
m E coli

= S.aureus

O B N W B U O o~
1 1

u Salmonella sp
Mikroorganizma Zon Caplari (mm)

Sekil 3.1 P. riparioides kloroform 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Platyhypnidium riparioides etil alkol oziitii

m C albicans
H S.cerevisiae
® B.subtilis

Zon ¢aplan B B cereuls

mm .
{ ) B P.aeruginosa
m E.coli

= .S.aureus

Lo B " V'S R i ¥ B o) B
1

u Salmonella sp.
Mikroorganizma zon ¢aplar {mm)

Sekil 3.2 P. riparioides etil alkol 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi
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Platyhypnidium riparioides metil alkol o ziitii

m C albicans

H S.cerevisiae

u B subtilis
Zon Caplan

(mm) u B.cereus

B P.aeruginosa
u E.coli

= .S.aureus

u Salmonella sp.

Mikroorganizma zon gaplari {mm)

Sekil 3.3 P. riparioides metil alkol dziitliiniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Plathypnidiumriparioides aseton oziitii
8 - 6’46,957’3 AR ® C albicans
o B S.cerevisiae
= B subtilis
Zon capi (mm) 2 3 m B.cereils
B P.aeruginosa
2 1 ® E.coli
5 = S.aureus
Mikroorganizma zon ¢api {mm) = Salmonella sp.

Sekil 3.4 P. riparioides aseton §ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi
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06/07/2010 14

Fotograf 3.1 Kloroform ve metil alkol dziitiiniin Salmonella sp. tizerine etkisi

06/07/2010'1

Fotograf 3.2 Kloroform ve metil alkol 6ziitiiniin P. aeruginosa tizerindeki etkisi
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3.1.2 Leucodon sciuroides

L. sciuroides tiiriinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi metil alkol 6ziitii 9,1 mm’lik zon

capiyla S. cerevisiae ATCC test mayasina karsi1 verirken, en diisiik etkiyi 6,45 mm’lik

zon ¢apiyla etil alkol 6ziitii C. albicans ATCC 16231 referans mayasina karsi vermistir.

B.cereus 863 referans bakterisine hicbir etki gézlemlenmemistir.

Cizelge 3.2 L. sciuroides 6rneginden elde edilen oziitlerin test mikroorganzimalarina
olan etkisi

Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Coziicii

M.

Kloroform

Etil Alkol

Metil Alkol

Aseton

C. albicans
ATCC 16231

6,45

7,9

S.cerevisiae
ATCC

7,25

7,5

9,1

6,95

B.subtilis
RSKK 244

725

B.cereus
863

P.aeruginosa
ATCC 27853

6,9

6,5

7,8

E.coli
ATCC 35218

6,7

S. aureus
Koag (+)

6,6

7,65

Salmonella sp.

7,9

_:Inhibisyon zon ¢ap1 tespit edilmemistir
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Leucodon sciuroides kloroform oziitii

3 7,25,25

6,96,7 ® C albicans

H S.cerevisiae

u B subtilis
Zon Caplan

(mm) u B.cereus

B P.aeruginosa

m E.coli

0 = S aurets

Mikroorganizmalarin zon caplari u Salmonella sp.
(mm)

Sekil 3.5 L. sciuroides kloroform 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Leucodon sciuroides etil alkol éziitii
7.9
o 5] - B Clalbicans
0.45 6.3 e u S cerevisiae
6 A u B.subtilis
Zon cap1 4 B B cereuls
(min) B P aeruginosa
2 1 B E.coli
0 = S.aureus
Mikroorganizmalarin zon caplari (mim) = Salmonella sp.

Sekil 3.6 L. sciuroides etil alkol &ziitiinlin ortalama antimikrobiyal etkisi
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Leucodon sciuroides metil alkol oziitii

B C.albicans
10 - 9,1
B S.cerevisiae
8 -
B B.subtilis
Zon cap1 61 B B cereuls
(nm) 4 - B P.aeruginosa
2 B E coli
0 0 0 0 0 0 0
0 / = .S aureus

Mikroorganizmalarm zon caplar1 (inm)  w Sa/monellasp.

Sekil 3.7 L. sciuroides metil alkol 6ziitliniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Leucodon sciuroides aseton oziitii
7.9 79 2o
7 50 fe)e]
8 7 ,95 m C.albicans
B S.cerevisiae
6 -
® B.subtilis
Zoncapi (mm) 4 - B B cereuls
B P.aeruginosa
2 A ® E.coli
0 =S aureus
0 w Salmonellasp.
Mikroorganizmalarin zon ¢api {mm)

Sekil 3.8 L. sciuroides aseton 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi
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29/07/2010 14

Fotograf 3.3 Aseton ve etil alkol 6ziitiiniin S. cerevisiae tlizerindeki etkisi

/
~

29/07/2010 14, - 29/07/2010 14

Fotograf 3.4 Kloroform ve metil alkol 6ziitiiniin E.coli tizerindeki etkisi
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3.1.3 Hypnum cupressiforme

Hypnum cupressiforme tiiriinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi kloroform oziitii 8,4

mm’lik zon c¢apiyla B.cereus 863 test bakterisine kars1 verirken, en diisiik etkiyi 6,8

mm’lik zon ¢apiyla metil alkol 6ziitii Salmonella sp. referans bakterisine kars1 vermistir.

S. aureus Koag (+) referans bakterisine hi¢bir etki gézlemlenmemistir.

Cizelge 3.3 H. cupresiforme 6rneginden elde edilen 6ziitlerin test mikroorganzimalarina
olan etkisi

Inhibisyon zon caplar1 (mm)

Oziici
M.O

Kloroform

Etil Alkol

Metil Alkol

Aseton

C. albicans
ATCC 16231

7

S.cerevisiae
ATCC

7,8

7,7

B.subtilis
RSKK 244

7,6

B.cereus
863

8,4

7,25

P.aeruginosa
ATCC 27853

E.coli
ATCC 35218

6,9

S. aureus
Koag (+)

Salmonella sp.

7,2

6,8

_:Inhibisyon zon ¢ap1 tespit edilmemistir
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Hypnum cupressiforme Kloroform oziitii
10 ~

u C albicans

8 - W S.cerevisiae

. = B subtilis

Zon capi (mm) W B.cereuis

4 - B P.aeruginosa
u E.coli

2 =S aurens

0 u Salmonella sp.

Mikroorganizmalarin zon ¢api {mm)

Sekil 3.9 H.cupressiforme kloroform 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Hypnum cupressiforme etil alkol dziitii
6,9
- ;
. | u C albicans
u S.cerevisiae
> ] = B subtilis
Zon ¢api (mm) 4 7 H B cereuls

3 7 H P.aeruginosa
2 4 u E.coli

1 0 0 0 o0 o 0 o S auretts

0 ~~ mSalmonellasp.

Mikroorganzima zon ¢api {mm)

Sekil 3.10 H. cupressiforme etil alkol 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi
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Hypnum cupressiforme metil alkol oziitii
7,7
8 7,25
e u C albicans

6 - u S.cerevisiae

= B subtilis
Zon capi (mm) 4 A H B cereuls

B P.aeruginosa

> 4 B E coli
S auretts

0] g 0 0
0 ~~ mSalmonellasp.
Mikroorganzima zon ¢api {mm)

Sekil 3.11 H. cupressiforme metil alkol 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Hypnum cupressiforme aseton oziitii
7
7 —
. u C albicans
u S.cerevisiae
5 =
= B subtilis
47 ® B.cereuls
Zon ¢api (mm)
. B P.aeruginosa
2 4 u E.coli
1 .S .auretis
0 0 0 0 0 0 0
0 ~~ mSalmonellasp.
Mikroorganzima zon ¢api {mm)

Sekil 3.12 H. cupressiforme aseton 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi
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29107120710 13:2

Fotograf 3.5 Kloroform ve metil alkol 6ziitliniin S.cerevisiae iizerindeki etkisi

20/07/2010°148-30 & 29/07/201013: 3%

Fotograf 3.6 Kloroform ve metil alkol 6ziitiiniin B.cereus {iizerindeki etkisi
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3.1.4 Homalothecium sericeum

Homalothecium sericeum tiirlinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi aseton oziitii 8,25
mm’lik zon capiyla P. aeruginosa ATCC 27853 test bakterisine karsi verirken, en
diisiik etkiyi 6,4 mm’lik zon ¢apiyla etil alkol 6ziitii B.subtilis RSKK 244 referans
bakterisine karsi vermistir. Salmonella sp. referans bakterisine ve C.albicans ATCC

16231 test mayasina kars1 higbir etki gdzlemlenmemistir.

Cizelge 3.4 H. sericeum drneginden elde edilen 6ziitlerin test mikroorganzimalarina
olan etkisi

Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

oziicu
M.O

Kloroform

Etil Alkol

Metil Alkol

Aseton

C. albicans
ATCC
16231

S.cerevisiae
ATCC

6,75

6,45

6,9

B.subtilis
RSKK 244

7,05

6,7

6,4

7,8

B.cereus
863

7,1

6,7

P.aeruginosa
ATCC
27853

7,1

8,25

E.Coli
ATCC
35218

8,2

6,5

7,35

7,95

S. aureus
Koag (+)

7,3

Salmonella
sp.

_:Inhibisyon zon ¢apr tespit edilmemist
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Homalothecium sericeum Kloroform oziiti

Zon ¢api (mm)

10 ~

u C albicans

8 1 B S.cerevisiae
= B subtilis

e W B.cereuis

4 - B P.aeruginosa
u E.coli

27 S auretts

0 2 u Salmonella sp.

Mikroorganizmalarin zon ¢api {mm)

Sekil 3.13 H. sericeum kloroform 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Zon ¢api (mm)

Homalothecium sericeum etil alkol oziitii

8 1 m C.albicans
u S cerevisiae
® 7 B B subtilis
4 - H B cereuls
B P.aeruginosa
2 4 B E coli
S auretts
g u Salmonella sp.

Mikroorganzima zon ¢api {mm)

Sekil 3.14 H. sericeum etil alkol 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi
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Homalothecium sericeum metil alkol oziitii

8 % 7’ 1 7,3 5
6,7 u C albicans

6 - u S.cerevisiae
= B subtilis
. -

Zon capi (mm) 4 A B.cereus

B P.aeruginosa
[ /i

5 - E.coli
S auretts

0]
0 u Salmonella sp.

Mikroorganzima zon ¢api {mm)

Sekil 3.15 H. sericeum metil alkol 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Homalothecium sericenmn aseton oziiti

m C albicans

W S.cerevisiae
= B subtilis
Zon gapi {mm) W B.cereus

B P.aeruginosa
u E.coli

= .S.aureus

u Salmonella sp.

Mikroorganizmalarin zon ¢api {mm)

Sekil 3.16 H. sericeum aseton 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi
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Fotograf 3.7 Aseton ve etil alkol 6ziitiiniin E.coli tizerindeki etkisi

>
|
‘.@

‘ ﬂuzizmo 1

b U —

Fotograf 3.8 Kloroform ve metil alkol oziitiiniin E.coli iizerindeki etkisi
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3.1.5 Anomodon viticulosus

Anomodon viticulosus tiiriinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi aseton 6ziitii 11 mm’lik
zon ¢apiyla S.cerevisiae ATCC test mayasina kars1 verirken, en diisiik etkiyi 6,5 mm’lik
zon capiyla metil alkol oziitii S. aureus Koag (+) referans bakterisine kars1 ve C.
albicans ATCC 16231 referans mayasina karst vermistir. Salmonella sp, B.subtilis
RSKK 244, B.cereus 863 ve P.aeruginosa ATCC 27853 test bakterilerine karsi higbir

etki gbzlemlenmemistir.

Cizelge 3.5 A. viticulosus 6rneginden elde edilen 6ziitlerin test mikroorganzimalarina
olan etkisi

Inhibisyon zon caplari (mm)

oziicu
M.

Kloroform

Etil Alkol

Metil Alkol

Aseton

C. albicans
ATCC

16231

6,5

6,9

S.cerevisiae
ATCC

8,25

8,7

8,3

11

B.subtilis
RSKK 244

B.cereus
863

P.aeruginosa
ATCC
27853

E.coli
ATCC
35218

7,05

7,75

S. aureus
Koag (+)

7,2

6,5

Salmonella
sp.

_:Inhibisyon zon ¢apr tespit edilmemistir.
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Anameodon viticulosus Kloroform o ziiti

10 ~
8,25 m C albicans

8 65 7,057,2 B S.cerevisice

= B subtilis
Zon ¢api (mm) ® H B cereuls

4 - B P.aeruginosa
u E.coli

27 =S aureus

7 2 u Salmonella sp.

Mikroorganizmalarin zon ¢api {mm)

Sekil 3.17 A.viticulosus kloroform 6ziitliniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Anomodon viticulosus etil alkol o6ziiti

10 - 8,7 m C albicans
g - u S cerevisiae
B B subtilis

el . W B.cereuis

4 - B P.aeruginosa

5 | B E coli

0 0 0 0 0 0 0 u S aureus
0 u Salmonella sp.

Mikroorganzimalarin zon ¢api {mm)

Sekil 3.18 A. viticulosus etil alkol 6ziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi
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Anamodon viticulosis metil alkol oziitii

u C albicans

_ - o
8.3 S.cerevisiae

+ 69 - 5 ® B.subtilis
. B B.cereuls
Zon capr

B P.aeruginosa
(mm)

B E.coli

2 = =} (o] (e
L

u S aurets

0 uSalmonella sp.
Mikroorganizmalarm zon ¢capi (imm)

Sekil 3.19 A. viticulosus metil alkol dziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi

Anomodon viticulosus aseton oziitii
12 - 11
m C.albicans
10 -
W S.cerevisiae
81 ® B.subtilis
Zongapi {mm) 6 - H B cereuls
4 B P.aeruginosa
5 | ® E.coli
0 00 0 0 0 0 u S aureus
0]
Mikroorganizmalarin zon ¢api {mm) b

Sekil 3.20 A. viticulosus aseton oziitiiniin ortalama antimikrobiyal etkisi
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Fotograf 3.9 Aseton ve etil alkol 6ziitiiniin S.cerevisiae ATCC {lizerindeki etkisi

Fotograf 3.10 Kloroform ve metil alkol 6ziitlerinin E.coli iizerindeki etkisi
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3.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Uygulandig1 Oziitler ve

Sonuclari

Minimum inhibisyon konsatrasyon testi, referans bakterilerinde inhibisyon zon cap1 8
mm’nin iizerinde olan oziitlerle ¢alisilmistir. Calismada % 0,05, % 0,1, %0,2, %0.,4, %

0,8, % 1,75, % 3,5, % 7, %14 konsantrasyonlar1 kullanilmistir (b6lim 2.2.5).

3.2.1 Platyhypnidium riparioides

P. riparioides tirlinde metil alkol Oziiti P.aeruginosa ATCC 27853 referans

bakterisinde 8,5mm’lik zon ¢ap1 ile inhibisyon etkisi gdstermistir.

% 0,05, % 0,1, %0,2, %04, % 0.8, % 1,75, % 3.5, % 7, %14 konsantrasyonlari
uygulanan ¢aligmada P.aeruginosa ATCC 27853 %14 konsantrasyonuna kadar iireme

gostermis, %14 konsantrasyonunda iireme goriilmemistir.

Cizelge 3.6 Platyhypnidium riparioides karayosunu tiiriiniin metil alkol 6ziitiinii
P.aeruginosa ATCC 27853 referans bakterisi iizerindeki MiK degeri

asst—1940,05 | %0,1 [ %0,2 | %0,4 | %0.,8 [ %1,75 | %3,5 | %7 | %14

M.O

P.aeruginosa + + + + + + + +
ATCC 27853 —

23/07/20%%

Fotograf 3.11 %7 ve %14 konsantrasyonlarinda iireme.
+: Ureme var

_: Ureme yok
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3.2.2 Leucodon sciuroides

L. sciuroides tiirinde metil alkol oziitii S.cerevisiae ATCC referans mayasinda 9,1

mm’lik zon ¢api ile inhibisyon etkisi gostermistir.

% 0,05, % 0,1, %0,2, %04, % 0.8, % 1,75, % 3.5, % 7, %14 konsantrasyonlari
uygulanan c¢alismada S.cerevisiae ATCC %7 konsantrasyonuna kadar {ireme gostermis,

%7 ve %14 konsantrasyonlarinda lireme goriilmemistir.

Cizelge 3.7 L. sciuroides karayosunu tiiriiniin metil alkol dziitiiniin referans S.cerevisiae
ATCC mayasi iizerindeki MIK degeri

Komsant ™ 1'960,05 [ %0,1 | %0,2 | %0.4 | %0,8 | %1,75 [ %3,5 | %7 | %14

M.O

S.cerevisiae + + 4 + + + +
ATCC

j.

31/07/20101

S

Fotograf 3.12 %3,5 ve %7 konsantrasyonlarinda tireme

+: Ureme var

_: Ureme yok
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3.2.3 Hypnum cupressiforme

Hypnum cupressiforme tiiriinde kloroform 6ziitii B.cereus 863 referans bakterisinde 8,4

mm’lik zon ¢api ile inhibisyon etkisi gostermistir.

% 0,05, % 0,1, %0,2, %04, % 0.8, % 1,75, % 3.5, % 7, %14 konsantrasyonlari

uygulanan caligmada B.cereus %14 konsantrasyonuna kadar iireme gostermis, %14

konsantrasyonunda iireme goriilmemistir.

Cizelge 3.8 H. cupressiforme karayosunu tiiriiniin kloroform oziitliniin B.cereu863
referans bakterisi iizerindeki MiK degeri

onsant
M.O

%0,05

%0,1

%0,2

%0,4

%0,8

%1,75

%3.5

%7

%14

B.cereus

+

+

+

+

+

+

+

+: Ureme var

_: Ureme yok
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Fotograf 3.13 %7 ve %14 konsantrasyonlarinda iireme




3.2.4 Homalothecium sericeum

H. sericeum tiiriinde kloroform o6ziitii E.coli ATCC 35218 referans bakterisinde 8,2
mm’lik zon ¢apr ile ve aseton Oziitli P.aeruginosa ATCC 27853 referans bakterisinde

8,25mm’lik zon ¢ap1 ile inhibisyon etkisi gostermistir.

% 0,05, % 0,1, %0,2, %0,4, % 0,8, % 1,75, % 3,5, % 7, %14 konsantrasyonlari
uygulanan ¢alismada E.coli ATCC 35218 ve P.aeruginosa ATCC %14
konsantrasyonuna kadar iireme gostermislerdir, %14 konsantrasyonunda {ireme

goriilmemistir.

Cizelge 3.9 H. sericeum karayosunu tiiriiniin kloroform 6ziitiiniin E.coli ATCC 35218
referans bakterisi iizerindeki MiK degeri.

nsant %0,05 | %0,1 | %0,2 | %0,4 | %0,8 | %1,75 | %3,5 | %7 | %14
E.coli + + + + + + + +

M.O

Cizelge 3.10 H. sericeum karayosunu tiiriiniin aseton Oziitiiniin P.aeruginosa ATCC
referans bakterisi iizerindeki MiK degeri.

nsant %0,05 | %0,1 | %0,2 | %0,4 | %0,8 | %1,75 | %3,5 | %7 | %14

M.O
P.aeruginosa + + + + + + + +

+: Ureme var

_: Ureme yok
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Fotograf 3.14 %7 ve %14 aseton oziitii konsantrasyonlarinda P.aeruginosa referans
bakterisinde iireme

Fotograf 3.15 %7 ve %14 kloroform 0ziitii konsantrasyonlarinda E.coli referans
bakterisinde lireme
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3.2.5 Anomodon viticulosus

A. viticulosus tiirtinde referans S.cerevisiae ATCC referans mayasinda kloroform 6ziitii
8,25 mm’lik zon ¢apr ile, aseton Oziiti 11mm’lik zon capi ile, etil alkol oziiti 8,7
mm’lik zon c¢ap1 ile ve metil alkol Oziitii 8,3mm’lik zon cap1 ile inhibisyon etkisi

gostermistir.

% 0,05, % 0,1, %0,2, %0,4, % 0,8, % 1,75, % 3,5, % 7, %14 konsantrasyonlari
uygulanan ¢aligmada S.cerevisiae ATCC biitiin 6ziitlerde %7 konsantrasyonuna kadar

tireme gostermiglerdir, %7 konsantrasyonunda lireme goriilmemistir.

Cizelge 3.11 A. viticulosus karayosunu tiirliniin metil alkol dziitiiniin referans
S.cerevisiae ATCC mayasi tizerindeki MIK degeri

nsant
M.O

%0,05

%0,1

%0,2

%0,4

%0,8

%1,75

%3,5

%7

%14

S.cerevisiae
ATCC

+

+

+

+

+

+

+

Cizelge 3.12 A. viticulosus karayosunu tiiriiniin etil alkol &zitiiniin referans S.cerevisiae
ATCC mayasi iizerindeki MIK degeri

Mo %0,05 | %0,1 | %0,2 | %0,4 | %0,8 | %1,75 | %3,5 | %7 | %14
S.cerevisiae + + + + + + + B B
ATCC

Cizelge 3.13 A. viticulosus karayosunu tiirtiniin kloroform 6ziitiiniin referans
S.cerevisiae ATCC mayasi iizerindeki MIK degeri

o %0,05 | %0,1 | %0,2 | %0,4 | %0,8 | %1,75 | %3,5 | %7 | %14
S.cerevisiae + + + + + + + B B
ATCC

Cizelge 3.14 A. viticulosus karayosunu tiiriiniin aseton 0ziitliniin referans S.cerevisiae
ATCC mayasi lizerindeki MIK degeri

nsant
M.O

%0,05

%0,1

%0,2

%0,4

%0,8

%1,75

%3,5

%7

%14

S.cerevisiae
ATCC

+

+

+

+

_|_

_|_

+

+: Ureme var

_: Ureme yok
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/ F, .'..I..
07/08/2010 & : 07/08/201048*

Fotograf 3.16 %3.,5 ve %7 konsantrasyonlarinda metil alkol 6ziitiinde ireme

07/08/2010,

Fotograf 3.17 %3,5 ve %7 konsantrasyonlarinda etil alkol 6ziitlinde lireme
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Fotograf 3.18 %3,5 ve %7 konsantrasyonlarinda kloroform 6ziitiinde iireme

07/08/201013

Fotograf 3.19 %3.5 ve %7 konsantrasyonlarinda aseton 6ziitiinde tireme
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3.3 Referans Antibiyotiklerin Test Bakterileri Uzerindeki inhibisyon Etkileri

Cizelge 3.15 Referans antibiyotiklerin test mikroorganizmalarin lizerindeki etkisi

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

ibiyotik
M.O

Pio

AMio

Eis

V3o

C. albicans
ATCC 16231

S.cerevisiae
ATCC

B.subtilis
RSKK 244

30,6

21,3

28,3

15,1

B.cereus
863

30,8

22,8

29

16,5

P.aeruginosa
ATCC 27853

33,1

21,1

29,3

14,2

E.coli
ATCC 35218

32,4

22

29,4

S. aureus
Koag (+)

26,5

18,7

31,7

15

Salmonella sp.

31,3

19,2

30,4

16,3

Pio: Penisilin 10mg
AMio: Amfisilin 10 mg
E1s: Eritromisin 15mg

V30: Vankomisin 30 mg

_:Inhibisyon zon ¢ap1 tespit edilmemistir

45




TARTISMA SONUC

4.1 Ornek Karayosunlarinin Incelenmesi

4.1.1 Platyhypnidium riparioides

P. riparioides tiiriinde, metil alkol oOziitii P.aeruginosa ATCC 27853 referans
bakterisine karst en yiiksek etkiyi gostermistir. C. albicans ATCC 16231 referans
mayasina karst higbir etki gozlemlenmemistir (¢izelge 3.1). Diilger ve arkadaslar1 bu
karayosunu orneginin etil alkol &ziitiiyle ¢alismuslardir [6]. Iki caligma arasinda
konsantrasyon ve kullanilan 06ziit miktar1 farkhidir. Calisgmamizda 10 mg/ml
konsantrasyonundaki 6ziit 20 pl olarak disklere emdirilmistir. Diilger ve arkadaslar ise
200 mg/ml konsantrasyonundaki oziitii 50 pl olarak disklere emdirmislerdir.
Calismalarinda ortak mikroorganizmalar arasinda en yiiksek inhibisyon zon c¢api
P.aeruginosa test mikroorganizmasina karsi goriilmiistiir [6]. Buna kars1 ¢alismamizda
etil alkol oziitii P.aeruginosa ATCC 27853 referans bakterisine karsi higbir etki
gostermemistir. Bunun yaninda C. albicans ATCC 16231 referans mayasi ¢alismamizda
hicbir oziite cevap vermezken Diilger ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada
kullandiklar1 6ziit C.albicans referans mayasma karst 11,2 mm’lik zon ¢apiyla etki
gostermistir. Sonuclardaki bu farkliliklar1 ayni tiir test mikroorganizmalarinin sus
farkliliklarina ve Ornek tiirin toplandigi habitat farkliliklarina baglanabilir. Ayrica
Altuner (2008) yaptig1 doktora tez calismasinda karayosunlarinin toplandigi habitat,
Ozellikle barindigr fiziksel ortamin antimikrobiyal aktivitede o©Onemli oldugunu

belirtmistir [11]. Bunlarin yaninda konsantrasyon farki da bu sonuglarda gozetilmelidir.

Her iki ¢alismanin etil alkol Oziitlerinde B.cereus ve B.subtilis referans bakterilerine
kars1 antibakteriyel aktiviteye rastlanmigtir. Calismamizda etil alkol 6ziitii S. aureus
Koag (+) ve E.coli ATCC 35218 test bakterilerine karsi higbir etki gdstermezken
(Cizelge 3.1) Diilger ve arkadaslarinin yaptigi calismada antibakteriyel etkiye
rastlanilmaktadir [6]

Calismamizda, P. riparioides karayosunu tiiriinde en fazla antimikrobiyal etki metil

alkol oOziitiinde, en diisiik antimikrobiyal etki etil alkol 6ziitiinde gézlemlenmektedir

(Cizelge 3.1). Altuner (2008) yaptig1 doktora tez galigmasinda ekstraksiyon sirasinda

46



kullanilan ¢oziiciiniinde karayosunlarinin antimikrobiyal aktivitesini etkiledigini

belirtmistir [11].

4.1.2 Leucodon sciuroides

L. sciuroides tiiriinde, metil alkol 6ziitii S.cerevisiae ATCC referans mayasina karsi en
yiiksek etkiyi gostermistir. B.cereus 863 referans bakterisine karst higbir etki
gbzlemlenmemistir (¢izelge 3.2) . Diilger ve arkadaslar1 bu karayosunu 6rneginin metil
alkol oOziitiinii ¢alismislardir [46].  Kullandiklar1 konsantrasyon 30 mg/ml’dir.
Calismalarinda ortak mikroorganizmalar arasinda en yiiksek antimikrobiyal aktivite
12,4 mm’lik inhibisyon zon ¢api ile B.subtilis ATCC 6633 referans test bakterisine kars1
gozlemlenmistir [46]. En disiik inhibisyon zonu ise 9,1 mm’lik zon ¢ap1 ile E.coli
ATCC 11230 referans test bakterisine karsi tespit edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada ise
metil alkol 6ziitii yalnzca S.cerevisiae ATCC referans mayasina kargi antimikrobiyal
etki gostermistir. P. riparioides karayosunu tiiriindeki sonug farkliliklarina sebep olarak
gosterdigimiz sartlar (konsantrasyon farki, bulundugu fiziksel kosullar, ayni tiir

bakterinin farkli suslar1) bu karayosunu 6rneginde de gosterilebilinir.

Colak ve ark. yaptiklar1 calismada ayni karayosunun aseton 6ziitlinde sadece antifungal
etki gozlemlemis, antibakteriyel etkiye rastlanmamistir. En yiiksek antifungal etkiyi
13,25 mm zon capiyla S. cerevisiae iizerinde kloroform &ziitiiniin, en yiiksek
antibakteriyal etkiyi ise 7,8 mm zon g¢apiyla Salmonella sp. referans bakterisine karsi
kloroform ve metil alkol 6ziitliniin gosterdigi tespit edilmistir [47]. Bu ¢alismada ise en
yiiksek antifungal etkiyi 9,1 mm’lik zon ¢api ile S. cerevisiae referans mayasina, en
yiiksek antibakteriyel etkiyi ise etil alkol 6ziitii 7,9 mm’lik zon ¢ap1 ile Salmonella sp.
referans bakterisine karsi gozlemlenmistir. Kullanilan bakteri suslarin, ¢oziiciilerin,
karayosunu tiirlinlin ayni olmasina ragmen ayni Oziitlerin farkli mikroorganizmalara
karst  antimikrobiyal aktivite goOstermesi farkli habitatlardan  toplanmasina
dayandirilabilir. Calismada kullanilan karayosunu oOrnegi Amanos daglarindan
toplanmis ve yaklasik 1 yil kadar herbaryumda saklanmistir. Bu ¢alismada kullanilan
karayosunu oOrnegi ise Zonguldak ve g¢evresinden toplanmistir. Ayrica toplanan bu
materyaller taze kullanilmistir. Zonguldak dolaylarindaki hava kirliligi ve habitat
sartlar1 bitkinin sekonder metabolitlerini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum

karayosunlarinin indikator 6zelligini bir kez daha ortaya koymaya yardimci olabilir.
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Ayni tiirtin farkli 6rneklerinin farkli bolgelerden toplanmasiyla yapilacak calismalar bu

konuya daha ¢ok 151k tutacaktir.

Karayosununun indikatdr 6zelliginin antimikrobiyal aktiviteyi etkilemesi daha sonraki
yapilacak ¢alismalarda daha iyi tespit edilebilir. Farkli habitatlardan ve fiziksel
kosullardan toplanan karayosunu orneklerinin sekonder metabolitlerinin izolasyonu ve

sekonder metabolitlerin antimikrobiyal aktiviteye etkisi tespit edilebilir.

L. sciuroides 6rneginde metil alkol 6ziitii mikroorganzimalar tizerinde sayisal olarak en
az etkiye sahipken (yalnizca bir mikroorganzima lizerinde etkili), etil alkol 6ziitii en
fazla etkiye sahiptir (bes mikroorganzima iizerinde etkili). Bu sonuca dayanarak her
¢oziliciiniin ayn1 aromatik bilesikleri ¢6zmedigi savunulabilir. Dolayisiyla ¢oziicliniin

antimikrobiyal aktivitede etki oldugu sonucuna varilabilir.

4.1.3 Hypnum cupressiforme

H. cupressiforme tiirtinde, kloroform 6ziitii B.cereus 863 referans bakterisine karsi en
yiiksek etkiyi gostermistir. S. aureus Koag (+) referans bakterisine karst hicbir etki
gozlemlenmemistir (¢izelge 3.3). Diilger ve arkadaslar1 H. cupressiforme karayosunu
orneginin metil alkol oOziitiini c¢aligmiglardir. Calismalarinda kullanilan ortak
mikroorganzimalar igersinde en yliksek antimikrobiyal etkiyi 14,2 mm lik zon ¢ap1 ile
B.subtilis ATCC 6633 bakterisine kars1 gostermistir [46]. Bu ¢alismada ise metil alkol
ozitii B.subtilis test bakterisine karst 7,25 mm’lik zon gdstermistir. Diilger ve
arkadaslari1 30 mg/ml konsantrasyonunu kullanirken, bu ¢alismada 10 mg/ml
konsantrasyon kullanilmistir [46]. Bu ¢alismada metil alkol 6ziitii S.cerevisiae ATCC
referans mayasina 7,7 mm, B.cereus 863 7,25mm ve Salmonella sp. 6,8mm’lik
inhibisyon zon cap1 gosterirken diger referans mikrroganizmalarina herhangi bir etkide
bulunmamiglardir (¢izelge 3.3). Diilger ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada ise ayni
oOziitte kullanilan tiim ortak mikrooganizmalarda (B.subtilis ATCC 6633, E.coli ATCC
11230, P.aeruginosa ATCC 17853, S.aureus ATCC 6538 ve C.albicans ATCC 10231)
kars1 antimikrobiyal etkiye rastlanilmigtir. Yine habitatin, fiziksel o6zelliklerin

dolayisiyla karayosunlarini indikator 6zelliklerine dayandirilabilir.
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Veljic ve arkadaslar1 (2009) Hypnum cupressiforme karayosunu 6rneginin ¢ farkli
konsantrasyonda antibakteriyel aktivitesini incelemislerdir [48]. Ortak olarak

kullandigimiz bakteriler E.coli ve B.subtilis referans bakterileridir. 2mg/disk, 1mg/disk

ve 0,5mg/disk konsantrasyonlarinda yaptiklar1 ¢alismada, E.coli referans bakterisine
kars1 sirayla 9mm, 8mm, ve 7,67mm inhibisyon zon ¢ap1 gosterirken, B.subtilis referans
bakterisine karsi sirayla 8mm, Smm ve Smm inhibisyon zon capi gostermistir [48].
Konsantrasyonunda antimikrobiyal aktivitede 6nemi ¢alismalardaki farkli zon ¢aplartyla

ortaya ¢ikmaktadir.

Hypnum cupressiforme karayosunu tiiriiniin aseton 6ziitiinde sadece C. albicans ATCC
16231 referans mayasina karsi etki ederken, etil alkol 6ziitii yalmizca E.coli ATCC
35218 refernas bakterisine karsi etki goOstermistir. En fazla kloroform Oziitiinde
antimikrobiyal aktiviteye rastlanmistir (¢izelge 3.3). Bu sonuglara dayanarak her
coziiciiniin farkli sekonder metabolitleri ¢6zdiigli diistiniilebilir. Ayni karayosunu

Orneginin ayn1 mikroorganizmaya farkli etki etmesi de bu sonuca dayandirilabilir.

4.1.4 Homalothecium sericeum

H. sericeum tiiriinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi aseton oziiti 8,25 mm’lik zon
capiyla P. aeruginosa ATCC 27853 test bakterisine karsi verirken, Salmonella sp.
referans bakterisine ve C.albicans ATCC 16231 test mayasina karsi higbir etki
gozlemlenmemistir (¢izelge 3.4). Diilger ve ark. . H. sericeum 6rnek karayosunuyla
yaptiklar1 caligmada metil alkol Oziitiinii kullanmiglardir. [46]. Ortak bakteriler arasinda
en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi 11,8mm’lik zon ¢ap1 ile E.coli ATCC 11230 ve
S.aureus ATCC6538 referans bakterilerine karsi verirken, en diisiik aktivite 9,2 mm’lik
zon capt ile C.albicans ATCC 10231 referans mayasina karsi tespit edilmistir [46].
Diilger ve arkadaglar1 30 mg/ml konsantrasyonuyla ¢aligsmislardir. Her iki ¢alismada da
metil alkol 6ziitii B.subtilis, E.Coli ve P.aeruginosa test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal etkiye sahiptir. Diger karayosunu Orneklerinde bulunan farkliliklarin

dayandirildigi sebepler bu karayosunu orneginde de degerlendirilebilir.

H. sericeum 6rnegi biitiin ¢oziiciilerde hemen hemen esit etkiye sahipken Salmonella sp

ve C.albicans referans mikroorganizmalarina karsi hicbir etki gozlemlenmemistir
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(cizelge 3.4). Bu durum c¢oziiciilerin bu iki mikroorganzima disindaki

mikroorganzimalara etkili sekonder metabolitleri ¢ozdiigii seklinde diisiiniilebilir.

4.1.5 Anomodon viticulosus

A. viticulosus tiiriinde en yiiksek antimikrobiyal etkiyi aseton Oziitii 11 mm’lik zon
capiyla S.cerevisiae ATCC test mayasina karsi verirken, Salmonella sp, B.subtilis
RSKK 244, B.cereus 863 ve P.aeruginosa ATCC 27853 test bakterilerine karsi higbir
etki goézlemlenmemistir (¢izelge 3.5). Diilger ve arkadaslar1 ayni 6rnegin etil alkol
Oziitiiyle yaptiklar1 ¢alismada en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi 14,8 mm’lik
inhibisyon zon ¢ap1 ile S. aureus referans mikroorganizmasina karsi tespit ederken en
diisiik antimikrobiyal aktivite 11,2 mm’lik zon ¢ap1 ile C.albicans referans mayasina
kars1 tespit etmislerdir [6]. Iki calisma arasinda konsantrasyon ve kullanilan &ziit
miktar1 farklidir. Calismamizda 10 mg/ml konsantrasyonundaki 6ziitii, 20 pl olarak
disklere emdirdik. Diilger ve arkadaslar1 ise 200 mg/ml konsantrasyonundaki 6ziitii 50
ul olarak disklere emdirmiglerdir. Ortak kullanilan mikroorganizmalarda B.cereus
B.subtilis ve P.aeruginosa referans bakterilerine karsi g¢alismamizda hicbir etki
gbzlemlenmezken Diilger ve arkadaslarinin ¢alismasinda antimikrobiyal aktivitede etkin
rol oynamislaridir. Konsantrasyon farki ¢aligmalardaki veri farkliliklarinda etkin oldugu
diistintilebilir. Ayrica ¢alismamizda kullandigimiz diger karayosunu orneklerinde one

siirdliglimiiz habitat ve fiziksel kosul farkliliklar1 da sebepler arasinda yer alabilir.

Altuner (2008) yaptigi doktora calismasinda farkli habitatlardan ayni tlirdeki
karayosunlarinin antimikrobiyal aktivitesini incelemis ve bu inceleme sonucunda

farkliliklar oldugunu tespit etmistir [11].

A. viticulosus orneginin aseton ve etil alkol Oziitleri yalnizca S.cerevisiae referans
mayasinda antimikrobiyal etkiye sebep olurken diger iki ¢oziiciide hemen hemen esit
etki soz konusudur (¢izelge 3.5). Bu durum biitiin ¢oziiciilerin S.cerevisiae referans
mayasina kars1 antimikrobiyal etkinlikte bulunacak sekonder metabolitleri ¢ozdiikleri

seklinde yorumlanabilir.
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4.2 Referans Mikroorganizmalar

P. riparioides karayosunu tiirii Gram (+) bakterilere kars1 ortalama 6,65mm, Gram (-)
bakterilere karsi ortalama 7,33 mm, zon ¢apina sahiptir. L. sciuroides karayosunu
tiirinde Gram (+) 7,16 mm Gram(-) bakterilere karst ise 7,16 mm, zon ¢apina, H.
cupressiforme karayosunu tiiriinde Gram (+) bakterilere 7,75 mm, Gram (-) bakterilere
7,22 mm zon ¢ap1 H. sericeum karayosunu tiiriinde Gram (+) bakterilere 7,13 mm Gram
(-) bakterilere 7,55 mm, zon ¢api, A. viticulosus karayosunu tiiriinde Gram (+)
bakterilere 6,85 mm Gram (-) bakterilere 7,4 mm’lilk zon ¢aplarinda etkiye sahiplerdir.
Tiim bu hesaplara dayanarak Gram (+) bakterilere kars1 ortalama7,1 mm zon ¢apina,

Gram(-) bakterilere kars1 7,33 mm’lik zon ¢ap1 tespit edilmistir.

Ilhan ve ark. (2006) yaptiklari ¢alismada Gram(-) bakterilerin Gram(+) bakterilere
oranla karayosunu Oziitlerine daha fazla duyarli olduklar tespit edilmistir [21]. Ayni
sonu¢ Bodade ve ark. (2008) ve Basile ve ark. (1999) tarafindan da tespit edilmistir.
[3,2] Buna ragmen c¢alismamizda Gram(+) ve Gram(-) bakterilerde ortalama ayni
oranlarda inhibisyon zon c¢ap1 tespit edilmistir. Yapilan biitlin calismalarda
karayosunlarinin tiirii ve c¢oziiciileri farkli olmakla beraber, genel yarginin disinda

sonuglar elde edilmistir.

Referans mayalarda S.cerevisiae tiirii C. albicans tiiriine oranla oziitler daha duyarli

oldugu calismamizda tespit edilmistir.

4.3 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Minumum inhibisyon konsantrasyon c¢aligmalarinda, konsantrasyonun arttik¢a iiremenin

azaldig1 saptanmistir. Bu da demek oluyor ki konsantrasyonla iireme ters orantilidir.

S.cerevisiae ATCC referans mayasi iizerinde yapilan MIK ¢alismalarinda, minumum
inhibisyon konsantrasyon degeri %7 ¢ikmustir. L. sciuroides karayosunu tiiriiniin metil
alkol ozitii ve A. viticulosus karayosunu tiiriiniin biitiin 6ziitlerinde yapilan ¢alismalarda
bir degisiklik gozlemlenmemistir. Pleurokarpik karayosunlarin tercih ettigi nemli
habitatlarda mayalarin gelismesi daha elverislidir bu ylizden olusturduklar1 sekonder

metabolitler mayalara kars1 antimikrobiyal etki gdstermeleri muhtemeldir. Bu sonuglara
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gore C.albicans referans mayasi1 S.cerevisiae referans mayasina gore daha direngli

oldugu diisiiniilebilir.

Pl.m riparioides karayosunu tiiriiniin metil alkol 6ziitiiniin P.aeruginosa ATCC referans
bakterisi iizerinde calistlan MIK degeri %14diir (gizelge 3.6). Aym MIK degeri H.
cupressiforme karayosunu tiiriiniin kloroform &ziitiiniin B.cereus 863 referans bakterisi
tizerinde (cizelge 3.8), H. sericeum karayosunu tiiriniin kloroform oziitiiniin E.coli
ATCC 35218 referans bakterisi tizerinde (gizelge 3.9) ve H. sericeum karayosunu
tirtiniin ~ aseton Oziitiiniin  P.aeruginosa ATCC referans bakterisi tizerinde
gbzlemlenmektedir (¢izelge 3.10). Ayni1 degerlere sahip olan farkli calismalardan yola
cikarak, sekonder metabolitlerin referans bakteriler lizerinde en az %14 lik

konsantrasyonla etkilerini gosterdiklerini sdylenebilir.

4.4 Referans Antibiyotiklerin Elde Edilen Oziitlerle Mukayesesi

Elde edilen 6ziitlerin en az birinin her bir mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal etkisi
tespit edilmistir. Boylece Oziitlerin, ¢alismadaki referans antibiyotiklere alternatif olarak
kullanilabilecegi  diisiiniilebilir. ~ Daha  o6ncede  belirtildigi  gibi  Oziitlerin
mikrroganizmalara karsi olan antimikrobiyal aktiviteleri konsantrasyonla dogru
orantilidir. Oziitlerin konsantrasyonu referans antibiyotiklerin konsantrasyonlariyla ayni
seviyeye getirildigi takdirde Oziitlerin mikroorganzimalar iizerindeki inhibisyon etkisi

artacaktir.

Daha sonra yapilacak calismalarda Oziitlerdeki mikroorganzimalar iizerindeki etkin
maddeleri tespit edildigi takdirde giinlimiizin farmokolojide biiyiik bir problemi olan
mikroorganzimalarin  antibiyotiklere  karst  direncliligine ¢0ziim  getirilecegi

distiniilebilir.

52



KAYNAKLAR

[1] Yigit, D. Yigit, N. Aktas, E. Ozgen, U. Ceviz (JUGLANS REGIA L.)’in
Antimikrobiyal Aktivitesi, Tiirk Mikrobiyal Cem Derg (1-2): 7-11 20009.

[2] Basile, A., Giodano, S., Lopez-Saez, J. A., and Cobianchi, C.R., Antibacterial
activity of pure Flavonoids isolated from mosses, Phytochemistry, 52, 1479-1482,
1999.

[3] Bodade, R.G., Borkar, P.S., Arfeen and S., Khobragade, C.N., In vitro Screening of
Bryophytes for Antimicrobial Activity, Journel of Medicinal Plants , 7, (4), 23-28
Winter 2008.

[4] Kumar, K., K. K. Singh, A. K. Asthana, and Nath V., Ethnotherapeutics of
bryophyte Plagiochasma appendiculatum among the Gaddi Tribes of Kangra valley,
Himachal Pradesh, Pharmaceutical Biology India.38:353-356, 2000.

[5] Glime, J. M. and Saxena, D. K., Uses of Bryophytes, Today and Tomorrow Printers
and Publishers, New Delhi, India, 1990.

[6] Diilger, B.,Hacioglu, N., Uyar,G., Evaluation Of Antimicrobial Activity of Some
Mosses From Turkey, Asian Journal of Chemistry, 21, 5, 4093-4096, 2009.

[7] Vanderpoorten, A. Goffinet, B. Introduction to Bryophytes, Cambridge Universty
Press, UK-Newyork, 2009.

[8] Kara, R., Nigde ve ¢evresinin karayosunu florasi, Yiiksek lisans tezi, Nigde
Universitesei Fen Bilimleri Enstitiisii, Nigde, 2001.

[9] Savaroglu, F. Kiitahya ydresi karayosunlarini taksonomik ve ekolojik ozellikleri,
Yiiksek lisans tezi, Osmangazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Eskisehir, 1996.
[10] http://dogaokulu.net/notlar/2008/karayosunlari.pdf (Erisim tarihi:30-06-2010)

[11] Altuner E.M., Baz1 karayosunu tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi,
Doktora tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri E nstitiisii Biyoloji Béliimii, 2008.

[12] Ezer, T., Gliney Amanos daglar1 (Musa dagi) biryofit florasi ve epifitik biryofit
vejetasyonunun arastirilmasi, Doktora tezi, Cukurova U.F.B enstitiisii, Adana, 2008.
[13] Kirmaci, M., Denizli Daglar1 (Babadag, Honaz Dagi1 ) biryofit florasi, Doktora tezi,
Adnan Menderes U.F.B Enstitiisii, 2007.

[14] Newton, A.E. Tangney, R.S. Pleurocarpous Mosses Systematics and Evolution,
CRC Press, London- Newyork, 2007.

[15] http://microview.org.uk/millennium/Pages/about moss.htm (Erisim tarihi: 03-07-
2010)

53



[16] Canli, K., Orman Miihendisligi Odas1 Yayin Organi, 1301-5372, 46, 7-8-6 , 2009
[17] Ugur, A. , Ozden, B. , Sa¢c, M.M. ,Yener, G., Altinbas, U. , Kurucu, Y. , Bolca, M.,
Yatagan termik santral etrafindan toplanan liken ve Karayosunu 6rneklerinde 210po ve
iz elementler arasindaki korelasyonun incelenmesi, Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, [zmir.

[18] Basile, A., Giordano, S., Sorbo, S., Vuotto, M.L., Ielpo, M.T.L. , Cobianchi, R.C.,
Antibiotic Effects Of Lunularia cruciata (Bryophyta) Extract, Pharmaceutical Biology,
36, 1, 25-28, 1998.

[19] Basil, A., Vuotto, M.T., Ielpo, M.T.L., Moscatiello, V., Ricciardi, L., Giordano, S.,
Cobianchi Castaldo ,R., Antibacterial Activity in Rhynchostegium riparioides (Hedw.)
Card. Extract (Bryophyta), Phytotherapy Research, 12, 146-148, 1998.

[20] Basile, A., Sorbo, S., Giordano, S., Lavitola, A., Cobianchi Castaldo, R.,
Antibacterial Activity in Pleurochaete squarrosa Extract (Bryophyta) International
Journal of Antimicrobial Agents, 10, 169-172, 1998.

[21] ilhan, S., Savaroglu, F., Colak, F., (Iscen) Filik, C., Erdemgil, F. Z., Antimicrobial
Activity of Palustriella commutata ( Hedw.) Ochyra Extracts (Bryophyta) , Turk J Biol
30, 149-152, 2006.

[22] Scher M.J., Speakman J.B., Zapp J., Becker H., Bioactivity guided isolation of
antifungal compounds from the liverwort Bazzania trilobata (L.) S.F., Gray
Phytochemistry, 65, 2583-2588 , 2004.

[23] www.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1260042107.ppt (Erisim tarihi: 30-07-2010)

[24] http://www.genbilim.com/content/view/3904/75/ (Erisim tarihi: 30-07-2010)

[25] Oskay, D., Oskay, M., Bitki Sekonder Metabolitlerinin Biyoteknolojik Onemi, e-
Journal of New World Sciences Academy, 4, (2), 31-41, 2009.

[26] Shaw, A.J., Goffinet B., Bryophyta Biology Published By Syndicate Of The
Universty Of Cambridge, 153—-169, 2000.
[27]http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/DosyaGoster.aspx?DIL=1&BELGEANAH
=2835&DOSY AISIM=943105010.pdf ( Erisim tarihi:31-07-2010)

[28] http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli (Erisim tarihi:31-07-2010)

[29] http://www.food-info.net/tr/bact/bacer.htm (Erigim tarihi: 31-07-2010)

[30] Kaleli D., Ozkaya-Durul F. Ankara Unv. Gida Miihendisligi Béliimii
http://www.orlab.net/mikrobiyoloji/210011801.pdf( Erisim tarihi: 31-07-2010)

[31] http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/942124051.pdf (Erisim tarihi:31-07-2010)
[32] http://www.food-info.net/tr/bact/staur.htm (Erisim tarihi:31-07-2010)

54



[33] Arnidogan, A., Atasever, L., Bal, C., Klinik Orneklerden izole edilen
Staphylococcus aureus suslarinin antibiyotiklere ditengleri Tiirk Mikrobiyol Cem Derg
34:20-23, 2004.

[34] http://tr.wikipedia.org/wiki/Stafilokoklar (Erigim tarihi:31-07-2010)
[35]http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/DosyaGoster.aspx?DIL=1&BELGEANAH
=3621&DOSYAISIM=942122061.pdf (Erisim tarihi: 31-07-2010)

[36] http://tr.wikipedia.org/wiki/Salmonella (Erisim tarihi: 31-07-2010)

[37] Bilgehan, H Klinik Mikrobiyoloji, Ozel Bakteriyoloji ve Bakteri Enfeksiyonlari,
Baris Yayinlari Fakiilteler Kitapevi, 10. Baski 361-362 Izmir—2000.

[38] http://tr.wikipedia.org/wiki/Bacillus_subtilis (Erisim tarihi:31-07-2010)

[39] http://tr.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa (Erisim tarihi:01-08-2010)
[40] Giil M., Sensoy A., Cetin B., Korkmaz F., Seber E., Hastane Infeksiyonu Etkeni
Pseudomonas aeruginosa Suslarinda Seftazidime Duyarliligin E-Test ve Disk
Diffiizyon Yontemleri ile Arastirilmasi, Tiirk Mikrobiyol cm Drg 34:33-36, 2004.

[41] http://tr.wikipedia.org/wiki/Candida_albicans (Erisim tarihi: 01-08-2010)

[42] http://tr.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae (Erisim tarihi:01-08-2010)
[43] ] Hill, M. O., Bell, N. Bruggeman-Nannenga, M. A. Brugues, M.Cano, M. J. J.
Enroth, Flatberg, K. I. Frahm, J. P. Gallego, M. T.Garilleti, R. Guerra, J. hedenas, L.,
Holyoak, D. T. Hyvonen, J. Ignatov, M., Lara, S. F. V. Mazimpaka, Munoz,
J.Soderstrom, L. Bryological Monograph An annotated checklist of the mosses of
Europe and Macaronesia, J. Bryol., 28: 198-267., 2006.

[44] Yuvali Celik, G., Pseudomonas cinsi bakterilerin bazi metabolik aktivite,
antimikrobiyal etki ve protein profillerinin incelenmesi. Gazi Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Doktora Tezi, 2005.

[45] Celik, E., Thymus sp. ve Agrimonia eupatoria bitki ucucu yaglarinin
antimikrobiyal aktivitesi, Nigde Unniversitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek lisans
tezi, 2006.

[46] Dulger, B., Yayintas, Tonguc O., Gonuz, A., Antimicrobial activity of some
mosses from Turkey, Fitoterapia, 76, 730-732, 2005.

[47] Colak, E., Kara, R,. Ezer, T., Celik Yuvali, G., Leucodon sciuroides (HEDW.)
SCHWAGR. (Bryopsida) oziitliniin antibakteriyal ve antifungal etkisi, P95, Ekoloji
2010 sempozyumu, 2010.

[48] Veljic, M., Duric, A., Sokovic, M., Ciric, A., Glamoclja, J., and Marm, P.D.,

Antimicrobial activity of methanol extracts of Fontalis antipyretica, Hypnum

55



cupressiforme, and Ctenidium molluscum, Arch. Biol. Sci., Belgrade, 61 (2), 225-229,
2009.

56





